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AI V okviru magistrske naloge smo določali vsebnost biogenih aminov (BA) in gama-
aminobutanojske kisline (GABA) v ajdovih mokah različnih proizvajalcev med 
spontano fermentacijo in fermentacijo z dodano komercialno startersko kulturo 
(SK). V kislih testih smo določali BA putrescin (PUT), kadaverin (CAD), tiramin 
(TYR), histamin (HIS), triptamin (TRP), fenetilamin (PEA), spermidin (SPD) in 
spermin (SPM) ter GABA po 24-urni in 48-urni fermentaciji. Ugotovili smo, da 
poteka spontana fermentacija v vsaki od analiziranih mok različno. V posameznih 
kislih testih smo določili povišane vsebnosti TYR (do 65 mg/100 g), CAD (do 73 
mg/100 g) in PUT (do 62 mg/100 g). Povečano vsebnost prehransko 
problematičnega histamina smo določili le pri eni fermentaciji (24 mg/100 g). 
Dodatek starterske kulture je rezultiral v manjši vsebnosti CAD in TYR ter 
povečani vsebnosti PUT, saj smo ga pri eni od mok po 48 urah fermentacije 
določili več kot 100 mg/100 g. V splošnem velja, da so bile tako vsebnosti GABA 
kot BA večje po 48-urni fermentaciji. Dodatek komercialne starterske kulture ni 
enoznačno vplival na tvorbo BA in pH kislih test različnih mok, kar kaže na velik 
vpliv avtohtone mikrobne združbe. Vsebnost antioksidantov v kislih testih je bila 
večja kot v mokah, vendar je bil vpliv trajanja fermentacije in dodane starterske 
kulture majhen. Iz spontano fermentiranih kislih test smo izolirali mlečnokislinske 
bakterije avtohtone mikrobne združbe. Fermentacija z izolirano kulturo iz kislega 
testa čičerikine moke je rezultirala v manjši tvorbi prehransko nezaželenih BA v 
primerjavi s spontano fermentacijo. Vsebnost BA in GABA je bila manjša v kruhu 
kot v testu. Zmanjšanje je bilo bolj izrazito v skorji kot v sredici kruha. 
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LA sl 
AL sl/en 
AB Within the scope of the master thesis we determined the content of biogenic amines 
(BA) and gamma-aminobutanoic acid (GABA) in buckwheat flours of different 
producers during spontaneous fermentation and after the addition of commercially 
available starter culture. The content of BA putrescine (PUT), cadaverine (CAD), 
tyramine (TYR), histamine (HIS), tryptamine (TRP), phenethylamine (PEA), 
spermidine (SPD) and spermine (SPM) and GABA in sourdoughs was determined 
after 24- and 48-hour fermentation. We found that spontaneous fermentation took 
place differently in each of the flours analyzed. High TYR contents (up to 65 
mg/100 g), (up to CAD 73 mg/100 g) and (PUT up to 62 mg/100 g) were 
determined in the individual sourdoughs. The increased content of nutritionally 
problematic HIS was determined in only one fermentation (24 mg/100 g). The 
addition of starter culture led to lower CAD and TYR content and higher PUT 
content, with more than 100 mg/100 g being determined in one of the flours after 
48 hours of fermentation. The contents of GABA and BA were higher after 48 
hours of fermentation. The addition of starter culture did not uniformly influence 
the formation BA and pH of the sourdoughs of different flours, which indicates a 
great influence of the autochthonous microflora. The antioxidant content in 
sourdoughs was higher than in flours, but the influence of fermentation time and 
addition starter culture was small. Lactic acid bacteria of the autochthonous 
microflora were isolated from spontaneously fermented sourdoughs. Fermentation 
with an isolated sourdough culture from chickpeas sourdough led to a lower 
formation of nutritionally undesirable BAs compared to spontaneou fermentation. 
The content of BAs and GABA was lower in bread than in dough. The decrease 
was more pronounced in the crust than in the core of the bread. 
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1 UVOD 
1.1  OPREDELITEV PROBLEMA  
Ajda je bogat vir bioaktivnih snovi. Različne obdelave ajdove moke ali zrnja lahko 
pomembno vplivajo na pretvorbe, ki spreminjajo senzorično in prehransko vrednost. V 
procesih, kot sta npr. kaljenje in termična obdelava, se lahko spreminja vsebnost 
antioksidantov zaradi biosinteze ali sproščanja na celično steno kovalentno vezanih 
fenolnih spojin. V zadnjem času se vse bolj uveljavlja tudi mikrobiološka transformacija 
mok iz različnih žit in psevdožit. Ajda, ki ima veliko vsebnost bioaktivnih snovi, 
predstavlja primeren matriks za preučevanje vpliva mikroorganizmov (MO) na pretvorbe, 
ki so lahko v prehranskem in tehnološkem smislu tako zaželene kot nezaželene.  
 
Med mlečnokislinsko fermentacijo prihaja do obširne proteolize, ki rezultira v tvorbi 
peptidov in aminokislin, ki se lahko encimsko dekarboksilirajo do biogenih aminov ali 
gama-aminobutanojske kisline (GABA). Zaužitje večjih količin biogenih aminov je lahko 
problematično pri posameznikih z visokim tlakom oziroma tistih, ki jemljejo antidepresive, 
kateri delujejo kot inhibitorji monoaminoksidaz. Posledično se koncentracija aminov po 
zaužitju le počasi zmanjšuje. Pri fermentaciji mok lahko nastanejo tako zaželene kot 
nezaželene spojine, zato je potrebno ovrednotiti in regulirati različne dejavnike, ki vplivajo 
na proces fermentacije. 
1.2  CILJI MAGISTRSKE NALOGE 
Cilji magistrske naloge so bili: 
 
- Analizirati tvorbo biogenih aminov v različnih ajdovih mokah (najmanj 3 različni 
proizvajalci) med spontano fermentacijo in ob dodatku starterske kulture.  
- Izolirati in identificirati mlečnokislinske bakterije v kislih testih z velikim 
potencialom za tvorbo biogenih aminov in GABA.  
- Uporabiti izolirane bakterije kot starterske kulture za tvorbo kislih test. 
- Pripraviti kruh iz kislih test in ugotavljati vpliv peke na vsebnost biogenih aminov, 
GABA in antioksidantov. 
- V posameznih kislih testih določiti pH in antioksidativno aktivnost. 
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1.3 DELOVNE HIPOTEZE 
Postavili smo naslednje hipoteze: 
 
Predvidevali smo, da bomo v spontano fermentiranih kislih testih iz ajdove moke določili 
večje vsebnosti biogenih aminov in GABA kot ob dodatku starterske kulture. 
 
Predvidevali smo, da bo izvor moke (proizvajalec) vplival na potek fermentacije in tvorbo 
biogenih aminov v kislih testih iz ajdove moke. 
 
Predvidevali smo, da bomo kulture, izolirane iz spontano fermentiranih kislih test lahko 
uporabili kot učinkovite starterske kulture z velikim potencialom za tvorbo GABA in 
biogenih aminov. 
 
Predvidevali smo, da bo termična obdelava (peka) rezultirala v zmanjšani vsebnosti 
biogenih aminov in antioksidativnega potenciala kruha. 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 NEPRAVA ŽITA (PSEVDOŽITA) 
Po ameriškem slovarju angleške dediščine je psevdožito vsaka rastlina, ki ne spada med 
družino trav in se uporablja za moko, kruh in drugo hrano (Alvarez-Jubete in sod., 2010). 
Izraz neprava žita (psevdožita) se nanaša na rastline, ki se gojijo kot poljščine za prehrano 
ljudi. Njihova užitna semena se uporabljajo za pripravo moke, kruha ali drugih osnovnih 
živil. V to skupino ne spadajo žita, stročnice, oljnice in oreščki (Fletcher, 2016). 
 
Med neprava žita spadajo amarant, kvinoja in ajda, ki imajo odlično prehransko vrednost 
(Alvarez-Jubete in sod., 2010). Tovrstna žita so danes v svetovnem merilu relativno manj 
pomembna v primerjavi s pravimi žiti. Vendar so imela v preteklosti ključno vlogo pri 
prehrani ljudi v določenih regijah (Fletcher, 2016). Kljub temu se zanimanje za neprava 
žita povečuje. Pri celiakiji Svetovna organizacija za gastroenterologijo priporoča uporabo 
amaranta, kvinoje in ajde, saj ne vsebujejo glutena (Bai in sod., 2013). Prehranska vrednost 
nepravih žit je v glavnem povezana z vsebnostjo beljakovin, ki so pomembna skupina 
makromolekul za fiziološke funkcije (Gorinstein in sod., 2002). V primerjavi z ostalimi žiti 
imajo psevdožita večjo vsebnost beljakovin, ampak manjšo v primerjavi s stročnicami 
(USDA, 2011).  
2.2 AJDA 
Ajda (Fagopyrum esculentum Moench) je dvokaličnica, ki spada v družino dresnovk 
(Polygonaceae). Ajda je pomemben pridelek v nekaterih regijah sveta. Ajda, ki spada v 
družino Polygonaceae, je taksonomsko oddaljena od družine Gramineae, v katero spadajo 
žita, kot so riž, pšenica in koruza. Poznamo več vrst ajde, vendar se v splošnem uporabljata 
največ dve vrsti: navadna ajda (F. esculentum) in tatarska ajda (F. tataricum). Ajda je 
nepravo žito, saj kaže tako razlike kot podobnosti z žiti. Glavna strukturna razlika je v tem, 
da je ajda dvodomna rastlina. Kalček ajdovega semena se nahaja na sredini endosperma in 
ima dva kotiledona (Wijngaard in Arendt, 2006). Goji se jo že stoletja in je zdaj ena 
najpomembnejših alternativnih poljščin ter je pomembna surovina za proizvodnjo 
funkcionalne hrane (Krkoškova in Mrazova, 2005). Ajda izvira iz Srednje Azije in se je 
kasneje prenesla v Srednjo in Vzhodno Evropo. Skupne površine tal namenjena za pridelek 
znašajo 2,5 milijona hektarjev, kar predstavlja pridelavo 2 milijona ton žita na leto (Fabio 
in sod., 2008).  
 
Ajda je zelo nezahtevna in odporna rastlina. Preživi zelo neugodne razmere, kjer druge 
rastline ne uspevajo. Primerna je za ekološko gojenje brez uporabe umetnih gnojil ali 
pesticidov (Krkoškova in Mrazova, 2005). Danes se povpraševanje po ajdi (F. esculentum) 
povečuje zaradi povpraševanja po brezglutenskih dietah (Wijngaard in Arendt, 2006). Na 
podlagi podatkov iz podatkovne baze Food and Agriculture Organization of the United 
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Nations Statistics Division (FAOSTAT, 2019), je proizvodnja ajde v porastu (Slika 1). 
Večino ajde (skupaj več kot 90 %) se pridela na področju Azije in Evrope (Slika 2). 
 
 
Slika 1: Svetovna proizvodnja ajde med leti 1997 in 2017 (FAOSTAT, 2019) 
 
Slika 2: Delež proizvodnje po celinah med leti 1997 in 2017 (FAOSTAT, 2019)  
 
2.2.1 Struktura in sestava ajdovega zrna 
 
Plod ajde je orešek (dolžina 4-9 mm) s tremi krilatimi robovi, ki vsebuje eno seme znotraj 
ovoja (Ikeda, 2002). Ajdovo seme je sestavljeno iz endosperma, kalčka in luske. Seme je 
trikotne oblike ter svetlo do temne rjave ali črne barve (Slika 3). Seme tatarske ajde je v 
prerezu okroglo, medtem ko so semena navadne ajde običajno trikotna in nekoliko večja 
po velikosti kot pri tatarski ajdi (Marshall in Pomeranz, 1982). 
Lokar P. Vpliv spontane fermentacije ajdove moke na vsebnost biogenih aminov in antioksidantov v kislem testu. 5 
     Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2021  
 
Slika 3: Navadna ajda (zgoraj levo) in tatarska ajda (spodaj levo) (Suzuki in sod., 2014) 
 
2.2.2 Hranilna vrednost ajde 
 
Ajda kot psevdožito je vir beljakovin z visoko prehransko vrednostjo, rezistentnega škroba, 
prehranskih vlaknin, antioksidantov, elementov v sledovih in vitaminov. Poleg naštetega 
vsebuje tudi flavonoide, flavone, fitosterole, fagopirine in beljakovine, ki vežejo tiamin 
(Krkoškova in Mrazova, 2005). Ajdova moka vsebuje 12,0 g beljakovin, 3,1 g lipidov, 
69,6 g ogljikovih hidratov, 4,3 g prehranskih vlaknin in 1,8 g pepela na 100 g moke (Ikeda, 
2002). Delež komponent je odvisen od različnih dejavnikov, kot so vrsta in okolje (Ahmed 
in sod., 2013). Ima 80 % nenasičenih maščobnih kislin in od teh več kot 40 % predstavljajo 
polinenasičene maščobne kisline (Krkoškova in Mrazova, 2005). Ajdova zrna so bogat vir 
skupnih prehranskih vlaknin in topnih prehranskih vlaknin, ki so pomembne pri 




Aminokislinska sestava ajdovih beljakovin je dobro uravnotežena in ima visoko biološko 
vrednost (Kato in sod., 2001), čeprav je prebavljivost beljakovin razmeroma nizka (Liu in 
sod., 2001). V raziskavi so Ikeda in sod. (1986; 1991) analizirali endogene dejavnike, ki 
vplivajo na prebavljivost beljakovin ajdove moke. Ugotovili so, da prebavljivost 
beljakovin zmanjšujejo predvsem antinutrienti iz skupine inhibitorjev proteaz in tanini. 
Vsebnost beljakovin v ajdovi moki je odvisna od sorte in se giblje od 8,5 % do 18,9 %. 
Ključna razlika v sestavi beljakovinskih frakcij med ajdovo moka in pšenično moko je, da 
je ajda bogata s topnimi albumini in globulini, vsebuje pa manj prolaminov in glutelinov v 
primerjavi s pšenično moko. Ajdova moka je primerna za ljudi s celiakijo, saj ima nizko 
vsebnost prolaminov, ki predstavljajo glutensko frakcijo (Krkoškova in Mrazova, 2005). 
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2.2.2.2 Ogljikovi hidrati (škrob) 
 
Ajda ima visoko vsebnost škroba podobno kot druga žita. Škrobne granule v ajdovih zrnih 
so manjša v primerjavi s pšeničnimi. Škrobne granule so velike od 4,3 do 11,4 µm. Škrob v 
ajdi ima večjo vsebnost amiloze in sposobnost vezave vode v primerjavi s škrobom v 
koruzi in pšenici (Pomeranz, 1983). 
 
2.2.2.3 Prehranske vlaknine 
 
Ajdova moka vsebuje veliko prehranskih vlaknin (Ikeda in sod., 1986). Uživanje ajde 
vpliva na izboljšanje lipidnega profila, kar je posledica prehranskih vlaknin v ajdi (He in 
sod., 1995). Ikeda (2002) je dokazal, da ajda ugodno vpliva na presnovo lipidov in 
glukozno toleranco. Prisotnost počasi prebavljivega ali neprebavljivega škroba (rezistentni 




Vsebnost lipidov v ajdi se giblje med 2,6-3,2 %, kljub temu pa imajo lipidi ključno vlogo 
pri ohranjanju kakovosti ajde med skladiščenjem (Suzuki in sod., 2005). Od vseh skupnih 
lipidov je od tega 81,0-85,0 % nevtralnih lipidov, 8,0-11,0 % fosfolipidov in 3,0-5,0 % 
glikolipidov (Mazza, 1988). Ajda ima visoko vsebnost nenasičenih in polinenasičenih 
maščobnih kislin. Maščobne kisline prisotne v ajdi so palmitinska, oleinska, linolna, 
stearinska, linolenska, arahidna, behenska in lignocerična. Največjo vsebnost pa 
predstavljajo palmitinska (16:0), oleinska (18:1) in linolna (18:2) kislina (Ahmed in sod., 
2013).  
 
2.2.2.5 Vitamini in minerali 
 
Ajdova zrna in druga tkiva vsebujejo številne hranilne spojine (Li in Zhang, 2001) in 
vitamine, kot so B2, B3 in B5 v sorazmerno velikih količinah (Ikeda, 2002). Ajda je 
pomemben vir mikroelementov, kot so Zn, Cu, Mn, Se (Stibilj in sod., 2004) in 
makroelementov Mg in P (Wei in sod., 2003). Visoka vsebnost vitamina E lahko prispeva 
k zmanjšanju pojavnosti srčno žilnih bolezni, znižanju tveganja za Alzheimerjevo bolezen, 




Ajda ima večjo vsebnost fenolnih spojin in antioksidativno aktivnost v primerjavi z 
drugimi žiti. Ajda je glavni prehranski vir rutina, vsebuje pa tudi druge znane 
antioksidante, kot so tokoferoli, antocianini in fenolne kisline. V ajdi so dokazali prisotnost 
protokatehulne, siringinske, vanilne in sinapinske kisline (Sedej in sod., 2012). Kalčki 
navadne in tatarske ajde vsebujejo klorogeno kislino, katehin, kvercetin, rutin, orientin, 
izoorientin, kaempferol, viteksin in izoviteksin (Kim Park in Lim, 2011; Lee in sod., 2014) 
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Terpinc in sod. (2016) so dokazali, da vsebujejo semena navadne ajde številne fenolne 
spojine (rutin, orientin, izoorientin, viteksin, izoviteksina, kvercetin, luteolin in druge), 
katerih koncentracije se med kaljenjem ajdovih zrn močno povečajo. Antioksidanti, 
vključno s flavonoidi, tokoferoli in fenolnimi kislinami igrajo pomembno vlogo pri 
preprečevanju nezaželenih sprememb kakovosti živil in imajo potencialano ugodne učinke 
na zdravje (Kang in sod., 2017). 
 
2.2.3 Ajda in vpliv na zdravje 
 
Zanimanje za ajdo kot funkcionalno živilo se je v zadnjih nekaj letih povečalo. V študiji 
Shen in sod. (2008) so navedli med drugim, da je ajda kot primerno živilo za zmanjševanje 
tveganja za nastanek pljučnega raka. Ajda velja za živilo z visoko hranilno vrednostjo in 
ima številne koristi na zdravje – deluje antioksidativno, protivnetno in protirakavo, za 
katere so odgovorne beljakovine in fenolne spojine v ajdi. Močno antioksidativno 
delovanje ajde lahko pomaga k preprečevanju oksidacije lipidov, kroničnih bolezni (npr. 
rak), vnetij in nevroloških bolezni. Poleg visokokakovostnih beljakovin ajda vsebujejo več 
sestavin s koristnimi učinki na zdravje: flavonoidi in flavoni, fitosteroli in polifenoli (zlasti 
rutin in kvercetin). Pomemben je predvsem rutin, ki je glavni flavonoid ajde in je znan po 
antioksidativnem delovanju ter njegovih protivnetnih in vazoaktivnih lastnostih (Gimenez-
Bastida in Zieliński, 2015). Ajda ima nižjo prebavljivost zaradi prisotnosti taninov, fitinske 
kisline in inhibitorjev proteaz. Beljakovine imajo lahko učinek pri nekaterih kroničnih 
boleznih, kot so sladkorna bolezen, hipertenzija in številne druge bolezni srca in ožilja. 
Zhang in sod. (2017) navajajo, da uživanje tatarske ajde zmanjšuje serumsko koncentracijo 
celokupnega holesterola in holesterola LDL, za kar so odgovorne beljakovine v ajdi.  
2.3 BIOGENI AMINI  
Biogeni amini (BA) so dušikove organske spojine z majhno molekulsko maso, ki nastajajo 
večinoma z dekarboksilacijo AK ali z aminacijo in transaminacijo aldehidov in ketonov. 
BA so bioaktivne spojine in so prekurzorji za sintezo hormonov, alkaloidov, nukleotidov, 
beljakovin in aromatskih spojin, ki imajo pomembne fiziološke vloge v organizmih (Zhang 
in sod., 2019). Med drugim lahko vplivajo na procese v organizmu, kot so uravnavanje 
telesne temperature, zvišanje ali znižanje krvnega tlaka (Karovicova in Kohajdova, 2003).  
 
Med najbolj razširjenimi BA, ki se nahajajo v rastlinah, živalih in hrani, so putrescin 
(PUT), kadaverin (CAD), spermin (SPM), spermidin (SPD), tiramin (TYR), feniletilamin 
(PEA), histamin (HIS) in triptamin (TRP). Glede na njihovo kemijsko strukturo BA delimo 
na alifatske (PUT, CAD, SPM in SPD), aromatske (TYR, PEA), heterociklične aromatske 
(HIS, TRP). BA delimo glede na število amino skupin na monoamine (TYR, PEA, HIS in 
TRP), diamine (PUT in CAD) ali poliamine (SPM in SPD) (Spano in sod., 2010). 
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BA so v nizkih koncentracijah ključni za fiziološke funkcije v telesu. Ustrezen vnos BA je 
lahko koristen oz. nima posledic na človeško telo, medtem ko lahko večje količine 
povzročijo težave. HIS lahko vpliva na črevesne fiziološke funkcije in količino belih 
krvnih celic. SPM, SPD, PUT in CAD lahko regulirajo sintezo DNA, RNA in beljakovin. 
SPM ima tudi regulativni učinek na tanko črevo. TRP, PEA in TYR uravnavajo krvni tlak, 
PEA pa uravnava raven hormona noradrenalina. Medtem ima TYR pomembne 
antioksidativne učinke. TYR lahko poveča srčni utrip in koncentracijo sladkorja v krvi. Pri 
prekomernem uživanju TYR povzroča presnovne motnje ter je škodljiv za živčni in 
kardiovaskularni sistem. Visoka raven HIS lahko vodi do glavobola, prebavnih motenj ali 
celo do nevrotoksičnosti. CAD in PUT lahko zmanjšata obseg pretvorb HIS in TYR v 
encimsko kataliziranih reakcijah. CAD, PUT, SPM in SPD lahko z nitriti tvorijo 
rakotvorne nitrozamine (Zhang in sod., 2019). V rastlinah diamin PUT in poliamina SPM 
in SPD sodelujejo v številnih fizioloških procesih (delitev celic, cvetenje, zorenje sadja, 
odziv na stres in staranje). Poliamini so ključnega pomena za rast, obnovo vseh organov v 
telesu in bistvenega pomena za ohranjanje visoke presnovne aktivnosti normalnega 
delovanja in imunološkega sistema črevesja. HIS, TRP, PEA in TYR imajo pri človeku 
pomembno fiziološko vlogo (Shalaby, 1996). Med kvarom živil lahko MO proizvede 
visoko koncentracijo BA z dekarboksilacijo prostih AK. Visoke koncentracije določenih 
BA so lahko pokazatelji bakterijske kontaminacije v živilih (Chong in sod., 2011).  
 
2.3.1 Nastanek biogenih aminov 
 
Predpogoji za tvorbo biogenih aminov z MO so (Karovičova in Kohajdova, 2003): 
- prisotnost MO pozitivnih na dekarboksilazo, 
- razpoložljivost prostih AK, 
- ustrezne razmere, ki omogočajo rast MO, sintezo dekarboksilaze in aktivnost encimov. 
 
Dekarboksilacija AK je najpogostejši način sinteze BA v živilih. Pri dekarboksilaciji AK 
se odcepi CO2 α-karboksilne skupine aminokisline, da dobimo ustrezen amin. Imena 
številnih BA ustrezajo imenom AK iz katerih nastanejo; na primer histamin iz histidina, 
tiramin iz tirozina, agmatin (AGM) iz arginina, feniletilamin iz fenilalanina in triptamin iz 
triptofana (Karovičova in Kohajdova, 2003). 
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Slika 4: Presnovna pot tvorbe biogenih aminov (Özogul in Özogul, 2019) 
Pri rastlinah in nekaterih MO se BA lahko tvorijo tudi preko alternativnih poti: lizin se 
dekarboksilira z lizin dekarboksilazo in tako nastane CAD, naslednji je nastanek CAD z 
ornitin dekarboksilazo, kadar je vsebnost ornitina nizka, vsebnost lizina pa visoka 
(Karovičova in Kohajdova, 2003). PUT ima dve različni poti nastanka. Prvič z delovanjem 
ornitin dekarboksilaze, tako se ornitin pretvori v PUT. Drugič, nastanek PUT z 
deaminacijo AGM. SPM in SPD sta poliamina, ki se sintetizirata iz PUT (Doeun in sod., 
2017).  
 
2.3.2 Biogeni amini v živilih 
 
V živilih, ki vsebujejo beljakovine ali proste AK so prisotni BA (Zhang in sod., 2019). BA 
se pogosto nahajajo v živilih, kot so začimbe, fermentirane klobase, meso, ribe, vino, pivo, 
sir in v drugih fermentiranih živilih. Najpomembnejši BA, ki jih najdemo v živilih, so HIS, 
TYR, PUT in CAD (Alvarez in Moreno-Arribas, 2014). Mikrobna dekarboksilacija AK 
lahko povzroči nastanek BA v živilih in povzroči alergijski odziv, za katere je značilno 
oteženo dihanje, srbenje, izpuščaji, bruhanje, vročina in hipertenzija. Nastanek BA v 
živilih se preprečuje z omejevanjem rasti mikrobov npr. hlajenje in zamrzovanje (Naila in 
sod., 2010). Vnos majhnih količin BA običajno nima škodljivega vpliva na zdravje ljudi. 
Če je njihova količina v živilih previsoka in je sposobnost detoksifikacije zavirana ali 
motena, BA lahko povzročijo težave (Doeun in sod., 2017). Na splošno velja, da so 
koncentracije BA do 100 mg/kg ali 100 mg/l varne za potrošnika. Kljub temu lahko 
različne spojine, kot sta etanol in različna zdravila, znatno zmanjšajo učinkovitost 
mehanizma detoksifikacije (Lorencova in sod., 2020). 
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2.3.2.1 Dejavniki, ki vplivajo na nastajanje biogenih aminov v živilih 
 
Na nastanek BA vplivajo številni dejavniki, kot so (Doeun in sod., 2017):  
- higiena živil, 
- MO, ki imajo sposobnost proizvodnje BA, 
- temperatura in pH. 
 
Povišanje temperature med daljšim shranjevanjem vpliva na nastajanje BA v živilskih 
proizvodih (Doeun in sod., 2017). Temperatura med 20 ℃ in 37 ℃ je optimalen razpon za 
rast večine bakterij, ki vsebujejo dekarboksilaze, nižja temperatura ustavi njihovo rast. 
Tvorba velike količine HIS v ribah in ribjih proizvodih je lahko dokaj hitra in se razvije pri 
določenem številu prisotnih MO. Pri tem procesu sodeluje več bakterij, med katere spadajo 
Proteus morganii, Hafnia alvei, Acromonas hydrophila, Vibrio alginolyticus, 
Pseudomonas sp., Klebsiella sp. Te bakterije so sposobne proizvajati nevarne količine HIS 
v zelo kratkem času med shranjevanjem rib pri povišani temperaturi (Karovičeva in 
Kohajdova, 2003). Aktivnost dekarboksilaz je močnejša v kislem okolju, kjer je optimalni 
pH med 4,0 in 5,5. Poleg tega v takšnem okolju bakterije močneje in hitreje spodbudijo k 
proizvodnji teh encimov kot del obrambnih mehanizmov (Karovičeva in Kohajdova, 
2003). Nekatere mikrobne združbe imajo dekarboksilazno sposobnost, ki jo pripisujejo 
predvsem bakterijam iz rodov Lactobacillus, Pseudomonas, Enterococcus ter iz družine 
Enterobacteriaceae (Doeun in sod., 2017). Različni dejavniki ne delujejo posamezno, 
ampak kombinirano in določajo končno koncentracijo BA v živilih. Zato je ključnega 
pomena zagotoviti kakovost živil z vidika uporabe ustreznih surovin, s katerimi se omeji 
prisotnost BA v končnem proizvodu in posledično zagotoviti boljšo kakovost izdelkov. BA 
so tudi termostabilni, torej če se pojavijo v surovini se bodo tudi v končnem izdelku (Ruiz-
Capillas in Herrero, 2019). 
 
2.3.2.2 Metode za zmanjšanje BA pri proizvodnji živil 
 
Vsebnost BA v živilih je možno nadzorovati in zmanjšati z metodami, kot so (Naila in 
sod., 2010):  
- primerna izbira embalaže za živila, 
- tretiranje z visokim hidrostatskim tlakom,  
- obsevanje živil,  
- pasterizacija živil,  
- dodatek aditivov,  
- dimljenje,  
- dodatek starterskih kultur,  
- nadzorovanje temperature med proizvodnjo in skladiščenjem. 
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Da bi se izognili čezmernemu vnosu BA, so številne države in regije postavile omejitve 
glede vsebnosti BA v ribah in vinih (Ruiz-Capillas in Herrero, 2019). Evropska unija (EU) 
je vzpostavila predpise za vsebnost HIS, ki mora biti pod 100 mg/kg v surovih ribah in pod 
200 mg/kg v soljenih ribah vrst, ki spadajo v družino Scombridae, Eugraulidae, 
Coryphenidae, Pomatomidae, Scomberesocidae in Clupeidae (EFSA, 2011).  
 
2.3.3 Biogeni amini v fermentiranih živilih 
 
BA se lahko kopičijo v visokih koncentracijah v živilih zaradi delovanja mikrobov in 
povzročijo nezaželene učinke po zaužitju. V nekaterih fermentiranih živilih je težko 
preprečiti kopičenje BA zaradi mikrobioloških/kemijskih/fizikalnih pogojev fermentacije, 
katerih ni mogoče enostavno spremeniti (Alvarez in Moreno-Arribas, 2014). Med pripravo 
fermentiranih živih lahko pričakujemo prisotnost različnih vrst MO, od katerih so nekateri 
sposobni proizvajati BA. Predvsem v živilih, kjer poteka mlečnokislinska fermentacija, se 
lahko akumulirajo velike količine PUT, CAD, HIS in TYR (Brink in sod., 1990). V 
fermentiranih živilih, v katerih lahko pričakujemo povečano vsebnost BA, so meso, mlečni 
izdelki, zelenjava, pivo in vino (Alvarez in sod., 2014). Predpogoji za nastanek BA v 
živilih so razpoložljivost prostih AK, pogoji za rast bakterij in aktivnost dekarboksilaz. 
Proste AK se pojavljajo v živilih, lahko pa se sprostijo tudi iz beljakovin kot posledica 
proteolitičnega delovanja. Proteoliza se lahko pojavi avtolitično ali bakterijsko in ima 
lahko pomembno vlogo pri sproščanju prostih aminokislin iz tkivnih beljakovin, ki so 
substrat za reakcije dekarboksilacije (Shalaby, 1996). Dekarboksilazno pozitivni MO so 
lahko del pridružene populacije v živilu ali pa predstavljajo kontaminacijo med ali po 
predelavi živila. V primeru fermentiranih živil in pijač uporaba starterskih kultur vpliva na 
sintezo BA (Halasz in sod., 1994). 
 
2.3.4 Mikrobna biosinteza biogenih aminov 
 
BA lahko sintetizirajo kvasovke, gramnegativne in grampozitivne bakterije. Več vrst 
kvasovk (Debaryomyces hansenii, Yarrowia lipolytica, Pichia jadinii ali Geotrichum 
candidum) ima v genomu kodirane encime za sintezo BA (Gardini in sod., 2006). Različne 
vrste gramnegativnih bakterij kot so Escherichia coli, Hafnia alvei, Klebsiella 
pneumoniae, Morganella moorganii, Pseudomonas spp. ali Serratia spp., ki jih najdemo v 
živilih, proizvajajo BA. Prisotnost zgoraj navedenih sevov povezujemo z vprašljivo 
varnostjo živil, zato je potrebno upoštevati dobro proizvodno prakso, ki vključuje ustrezne 
higienske ukrepe. Grampozitivne bakterije, predvsem MKB so odgovorne za sintezo BA v 
živilih. MKB, ki proizvajajo BA so prisotne kot mikrobna združba fermentiranih živil oz. 
dodane kot starterske kulture (Alvarez in sod., 2014).   
Lokar P. Vpliv spontane fermentacije ajdove moke na vsebnost biogenih aminov in antioksidantov v kislem testu. 12 
     Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2021  
Preglednica 1: Biogeni amini, prekurzorji, dekarboksilaze in bakterije, ki proizvajajo biogene amine v 
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Vsebnost BA je lahko povezana s slabim higienskim stanjem pri nefermentiranih živilih v 
povezavi z množično rastjo dekarboksilaza-pozitivnih MO, kar vodi do kvara živil. 
Opisana je bila tudi aktivnost dekarboksilaz v grampozitivnih MO, kot so Staphylococcuss, 
Bacillus spp. ter še posebej v MKB, ki proizvajajo največ TYR. Poleg tega imajo MKB 
sposobnost tvorbe HIS, CAD in PUT. Pomembno je poudariti, da je sposobnost 
proizvodnje BA odvisna od lastnosti različnih sevov (Barbieri in sod., 2019). Povišana 
koncentracija BA v živilih je odvisna od prekurzorjev (npr. AK), prisotnosti bakterij, ki 
sintetizirajo aminokislinske dekarboksilaze oz. ugodnih pogojev za njihovo rast, in 
aktivnost dekarboksilaz (Halasz in sod., 1994). EFSA (2011) je v sklopu Odbora za 
biološke nevarnosti (BIOHAZ) opravila kvalitativno oceno tveganja za BA v fermentiranih 
živilih. S pomočjo podatkov iz znanstvene literature je skupina BIOHAZ ugotovila, da je 
kopičenje BA v fermentiranih živilih kompleksen proces, na katerega vplivajo številni 
dejavniki in njihove interakcije. Možnosti zmanjševanja tveganja temelji na nadzoru teh 
dejavnikov in obravnavanju vsakega primera posebej glede na vrsto izdelka (Alvarez in 
sod., 2014). 
 
2.3.5 Vpliv biogenih aminov na zdravje 
 
Živila ali pijače, ki vsebuje veliko koncentracijo BA lahko povzroči zastrupitve. Simptomi 
zastrupitve so: rdečica, glavobol, slabost, vpliv na srčni utrip in med drugim zvišanje ali 
znižanje krvnega tlaka (Ladero in sod., 2010). BA nastanejo med predelavo živil in delno 
prispevajo k aromi živil; pomemben podatek je, da so potencialni prekurzorji za nastanek 
rakotvornih N-nitrozo spojin.  
 
V normalnih pogojih/količinah/koncentracijah se BA, ki so zaužiti z živili, oksidirajo z 
amin oksidazami črevesne sluznice. Te encime uvrščamo med mono (MAO) ali diamin 
oksidaze (DAO), odvisno od števila amino skupin na molekuli substrata, katerih pretvorbo 
ti encimi katalizirajo. Substratna specifičnost je lahko široka in nekatere DAO lahko 
oksidirajo monoamine, velja pa tudi obratno. HIS se lahko detoksificira tudi z metilnimi ali 
acetil-transferazami (Linares in sod., 2011). Če pa je izražanje encimov v celicah sluznice 
prebavil zmanjšano ali zaradi vnosa zaviralcev, kot sta alkohol ali nekatera zdravila z 
antidepresivi, BA vstopijo v sistemski obtok in imajo učinek na različne organe, kar lahko 
privede do resnih zdravstvenih težav za ljudi (Ladero in sod., 2010). BA lahko povzročijo 
največje tveganje, če se zaradi nekontrolirane mikrobne aktivnosti pojavijo v živilih v 
visokih koncentracijah. To lahko pomeni, da se preseže zmogljivost mehanizmov 
detoksifikacije in s tem povzročijo toksičen učinek na človeka. BA lahko doseže 
koncentracije večje od 1000 mg/kg (Shalaby, 1996), kar nedvomno predstavlja nevarnost 
za zdravje (Alvarez in Moreno-Arribas, 2014). Nekatera živila vsebujejo več različnih BA 
in dodaten problem predstavlja, da nam njihov sinergistični učinek ni znan. Zato je 
potrebno na to temo izvesti nadaljnje raziskave. HIS in TYR veljata za najbolj 
problematična BA za zagotavljanje varnosti živil. PUT in CAD sta pogosto prisotna v 
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velikih koncentracijah in sta problematična predvsem zato, ker tekmujeta s HIS in TYR za 
vezavo v aktivna mesta amino oksidaz. V primeru velike vsebnosti PUT in CAD se 
posledično oksidira manj HIS in TYR. Amini so tudi relativno dobro termostabilni in se 
njihova koncentracija po termični obdelavi največkrat le malo zmanjša. Preprečevanje 
sinteze in regulacija parametrov, ki vplivajo na tvorbo BA v živilih med proizvodnim 
procesom in v prehranski verigi predstavljajo najbolj učinkovit mehanizem za 
zmanjševanje vsebnosti v živilih (Lehane in Olley, 2000). 
 
Histamin je biogeni amin, ki je najpogosteje povezan z nastopom zdravstvenih težav 
predvsem po zaužitju določenih živil (sveže ribe, meso, fermentirana živila,…). 
Temperatura skladiščenja je eden najpomembnejših dejavnikov za tvorbo histamina v 
živilih. Temperature ( med 25-30 °C) so optimalne za nastanek HIS, vendar pa je prisoten 
tudi v ohlajenih živilih (4-10 °C), zlasti v ribah. Histaminska intoksikacija se pojavi v 
primeru zaužitja živil s HIS v koncentracijah večje od 500 ppm (Gonzaga in sod., 2009). 
Značilni simptomi so težave z dihanjem, srbenje, izpuščaji, bruhanje, driska, glavobol, 
vročina in hipotenzija. Simptomi so na splošno blagi, pojavijo se 30 minut po zaužitju in 
izginejo v 24 urah. V redkih primerih so lahko hujše in zahtevajo zdravniško pomoč. 
Resnost ali vrsta reakcije je odvisna od količine histamina v plazmi. Poleg tega poznamo 
še histaminsko intoleranco, ki je motnja v homeostazi histamina, predvsem zaradi 
zmanjšane razgradnje v črevesju zaradi pomanjkanja aktivnosti DAO in posledičnih 
povečane koncentracije HIS v plazmi. Izločanje DAO lahko zavirajo tudi zaužitje 
določenih učinkovin v zdravilih (acetilcistein, klavulanska kislina, metoklopramid, 
verapamil,..). Številne klinične študije so zmanjšano aktivnost DAO povezale z bolečinami 
v trebuhu, drisko in bruhanjem, atopijskim dermatitisom ter glavobolom. Posamezniki s 
histaminsko intoleranco imajo lahko podobne simptome kot pri intoksikaciji, vendar se 
pojavijo po manjšem vnosu HIS (Comas-Baste in sod., 2019).  
 
2.3.6 Pretvorbe biogenih aminov v živilih 
 
Za nekatere MKB izolirane iz fermentiranih živil je bilo ugotovljeno, da se lahko vsebnost 
BA v živilih s časom zmanjšuje, kar so pripisali mikrobnim amino oksidazam, ki 
katalizirajo oksidacijo BA. Vrste, kot so Lb. plantarum, Lb. sakei, Lb. pentosus, P. 
acidilactici, Rhodococcus sp., Arthrobacter sp., Micrococcus sp., B. linens in G. candidum 
sintetizirajo encime, ki katalizirajo razgradnjo HIS in TYR. Dapkevicius in sod. (2000) so 
ugotovili, da so štirje sevi izolirani iz Lb. sakei zmožni degradacije HIS pri spontani 
fermentacije ribje paste. B. amyloliquefaciens in S. carnosus lahko razgradita HIS ter S. 
intermedius in B. subtilis, ki lahko razgradita PUT in CAD so bili izolirani iz ribjega 
proizvoda (ribje omake). Poleg tega so kasneje ugotovili, da izolata B. amyloliquefaciens 
in S. carnosus zmanjšata kopičenje HIS v fermentirani ribji omaki. Tudi za nekatere druge 
vrste iz rodu Staphylococcus, tj. S. xylosus izoliranih iz fermentiranih klobas so ugotovili, 
da so sposobni razgraditi HIS in jih je možno uporabiti kot starterske kulture pri posušenih 
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klobasah. Tako se doseže zmanjšana vsebnost BA (Gardini in sod., 2006). Rodova kot so 
Kocuria in Micrococcus lahko razgradita TYR, vendar sta hkrati proizvajalca TYR in / ali 
HIS. Pri vzorcih vina so Garcia-Ruiz in sod. (2011) ugotovili, da so vrste Lb. casei, Lb. 
hilgardii, P. Parvulus, Oenococcus oeni, Lb. plantarum in P. pentosaceus razgradili HIS, 
TYR ali PUT. 
2.4 GAMA-AMINOBUTANOJSKA KISLINA 
Gama-aminobutanojska kislina (GABA) je neproteinogena AK in deluje kot glavni 
inhibitorni nevrotransmiter v centralnem živčnem sistemu (Coda in sod., 2010). Sinteza 
GABA je katalizirana z glutamat dekarboksilazo (GAD). GAD je encim, ki katalizira 
pretvorba L-glutamata (ali njegovih soli) v GABA z α-dekarboksilacijo (Battaglioli in sod., 
2003). Drugi način sinteze GABA je iz intermediatom gama-aminobutiraldehid, ki nastane 
z encimsko oksidacijo PUT. Glavni dejavniki, ki vplivajo na nastanek GABA z mikrobno 
fermentacijo, so temperatura, pH, čas fermentacije in različni dodatki substrata (Dhakal in 
sod., 2012). GABA sintetizirajo tudi številne plesni in kvasovke (Lu in sod., 2008). GABA 
ima status GRAS in je znana po svojih fizioloških funkcijah, deluje kot diuretik in ima 
pomirjevalni učinek. Povpraševanje po GABA in funkcionalnih živilih z dodatkom GABA 
se zaradi tega povečuje (Siragusa in sod., 2007). Med fermentacijo žit z MKB se povečuje 
vsebnost bioaktivnih spojin, kot so polifenoli in GABA, kar povečuje funkcionalnost živil. 
V študijah so raziskali sposobnost mlečnokislinskih bakterij (MKB) za sintezo GABA pri 
proizvodnji fermentiranih funkcionalnih živilih (Komatsuzaki in sod., 2005; Siragusa in 
sod., 2007; Rizzello in sod., 2008). Deset sevov MKB, ki proizvajajo GABA, so izolirali iz 
kimchija in jogurta. Dva seva sta bila iz rodu Bacillus, ostalih osem je bilo iz rodu 
Microoccus (Lu in sod., 2008). Tradicionalna živila, ki nastajajo z mikrobno fermentacijo, 
vsebujejo GABA (Komatsuzaki in sod., 2005). Na splošno se MKB povezuje z mlečnimi 
izdelki, vendar ima ta skupina MO pomembno vlogo tudi pri drugih živilih in omogoča 
iskanje novih aplikacij za pridobivanje novih izdelkov na področju funkcionalnih živil 
(Garzon in sod., 2020). Caceres in sod. (2019) so dokazali, da se med fermentacijo žit z 
MKB poveča vsebnosti bioaktivnih spojin, kot so polifenoli in GABA. 
2.5 KISLO TESTO 
Kislo testo (KT) je mešanica moke in vode, ki jo fermentiramo z MKB in kvasovkami, pri 
čemer se tvorita mlečna in ocetna kislina. Tako nastane kisel okus končnega živila 
(Hammes in Ganzle, 1998). KT ima pomembno vlogo pri pripravi kruha. V zadnjih letih se 
povečuje zanimanje uporabe KT zaradi boljše hranilne vrednosti in izboljšanih senzoričnih 
karakteristik kruha. Poleg tega se KT uporablja kot alternativa za vzhajalno sredstvo 
(Minervini in sod., 2014) ali kot nadomestek za aditive (Gänzle in Ripari, 2016). Prisotnost 
prostih AK vpliva na prehransko kakovost in senzorični profil kruha (De Vuyst in 
Neysens, 2005). Raziskave so pokazale, da se med mlečnokislinsko fermentacijo encim 
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fitaza aktivira in zmanjša količino fitinske kisline ter poveča biološko razpoložljivost 
mineralov (Katina in sod., 2005). Na splošno imajo mlečnokislinske bakterije v KT vlogo 
pri izboljšanju senzorike, teksture, prehranske vrednosti in trajnosti pekovskih izdelkov 
(De Angelis in sod., 2007). Mikrobna združba KT je odvisna od okoljskih parametrov. V 
KT se nahaja več kot 80 vrst MKB, zlasti bakterije družin Lactobacillaceae in 
Leuconostocaceae in več kot 20 vrst kvasovk, predvsem kvasovke iz rodov Saccharomyces 
in Candida (De Vuyst in Neysens, 2005). 
 
2.5.1 Kislo testo pripravljeno s spontano fermentacijo 
 
Spontana fermentacija je postopek, pri katerem se ne uporablja starterskih kultur za 
fermentacijo in se za ohranjanje živil uporablja že tisočletja. KT je bogat vir MO v 
glavnem MKB in kvasovk, ki spadajo v različne rodove in vrste ter izvirajo iz moke ali 
okolja (Catzeddu, 2019). Spontana fermentacija je rezultat prispevka avtohtonih MO in 
MO iz okolja. Tisti sevi MKB, ki se bodo najbolje prilagodili razmeram, bodo prevladali 
med fermentacijo. Bakterije zaradi sorazmerno hitre rasti običajno prevladujejo v zgodnjih 
fazah fermentacije, nato jim v substratih bogatih s fermentabilnimi sladkorji sledijo 
kvasovke (De Vuyst in sod., 2002). Pri postopku spontane fermentacije se doda del 
fermentiranega testa iz prejšnje serije, ki olajša začetek fermentacije nove serije. S to 
prakso se začetna faza fermentacije skrajša in se zmanjša tveganje za neuspeh 
fermentacije. Drugi način je uporaba starterskih kultur (Holzapfel, 2002). 
 
2.5.2 Uporaba starterskih kultur pri fermentaciji kislega testa 
 
Beseda `starterska kultura´ pomeni mikrobno združbo, ki se doda surovini za proizvodnjo 
fermentiranega živila z namenom zagotavljanja ustreznega procesa fermentacije. Merila, ki 
se uporabljajo za izbiro starterskih kultur lahko razdelimo v tri kategorije: tehnološka, 
senzorična in prehranska. Tehnološki dejavniki fermentacije KT so hitrost rasti in stopnja 
acidifikacije, toleranca na sol, rast pri nizki temperaturi, sinteza protimikrobnih spojin. V 
povezavi s senzoričnimi značilnostmi se običajno štejejo heterofermentativni metabolizem, 
sinteza aromatskih spojin ali njihovih prekurzorjev in sproščanje prostih AK s proteolizo. 
Med zaželjene prehranske lastnosti štejemo sintezo bioaktivnih spojin (npr. bioaktivni 
peptidi), razgradnjo antinutrientov (npr. fitinska kislina), povečanje antioksidativne 
aktivnosti (skupni fenoli), sinteza eksopolisaharidov (npr. glukanov in fruktanov). Poleg 
zgoraj naštetih pa je pomembna tudi toleranca na visoke koncentracije snovi, ki jih 
vsebujejo nekatere moke kot so npr. polifenoli v ajdi (Coda in sod., 2014). 
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2.6 MLEČNOKISLINSKE BAKTERIJE  
MKB so skupina grampozitivnih bakterij, ki jih združujejo morfološke, metabolne in 
fiziološke značilnosti. MKB so gram-pozitivne, nesporogene, katalaza-negativne, so 
bakterije brez citokromov in so fakultativno anaerobne bakterije, ki med fermentacijo 
ogljikovih hidratov tvorijo mlečno kislino kot glavni končni produkt (Salovaara in Gänzle, 
2012). MKB ne preživijo pri temperaturi višji od 45 ℃ in so relativno odporne na rast v 
gojišču s kislim pH. Med fermentacijo pade pH zaradi tvorbe mlečne kisline. Med MKB 
uvrščamo rodove Aerococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, 
Streptococcus in Bifidobacterium. Razvrstitev MKB v različne rodove temelji na 
morfologiji, načinu fermentacije glukoze, sposobnosti rasti pri različnih temperaturah, 
sposobnosti rasti pri visokih koncentracijah soli in toleranci na kislino. MKB lahko 
razdelimo na dve skupini: homofermentativne MKB, ki pretvorijo glukozo v mlečno 
kislino in heterofermentativne MKB, katere glukozo pretvorijo v mlečno kislino, etanol / 
ocetno kislino in CO2. Leuconostics, Oenococci, Weissellas in podskupine laktobacilov so 
heterofermentativni; vsi druge MKB so homofermentativne (Berlec in Štrukelj, 2008). 
 
MKB se nahajajo v habitatih bogatimi s hranili, kot so živila, mleko, meso, pijače, 
zelenjava in so del normalne mikrobiote prisotne v črevesni sluznici ter reproduktivnem 
traktu ljudi in živali. MKB za uspešno rast in delovanje potrebujejo hranila, kot so 
ogljikovi hidrati, AK, vitamine iz skupine B in minerale (Pallin in sod., 2016; Šifrar, 
2017). Številne tradicionalne tehnologije fermentacije se danes uporabljajo na 
industrijskem nivoju. Primeri so proizvodnja sira in drugih fermentiranih mlečnih izdelkov, 
fermentiranih klobas in fermentiranega zelja. MKB imajo splošno priznan varen status 
(GRAS) (Salovaara in Gänzle, 2012). 
 
2.6.1 Mlečnokislinske bakterije in kvasovke v kislem testu 
 
MKB in kvasovke se nahajajo v KT v razmerju MKB:kvasovke 100:1 (Gobbetti in sod., 
1994). V večini homofermentativne MKB igrajo pomembno vlogo pri fermentaciji živil, 
vendar heterofermentativne MKB prevladujejo v KT še posebej, kadar gre za tradicionalni 
način priprave KT. Ocetna kislina ima vlogo pri okusu KT in je pomemben končni produkt 
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 Kazachstania exigua 
 Pichia kudrivzevii 
 
V Preglednici 2 so navedeni MO, ki so najpogosteje prisotni v KT. Večina izoliranih sevov 
MKB v KT spada v rod Lactobacillus - do zdaj je bilo izoliranih več kot 60 vrst. Med 
obligatorno homofermentativne MKB spadajo Lb. amylovarus, Lb. acidophilus, Lb. 
farciminis, Lb. delbruecki. Med heterofermentativne uvrščamo Lb. sanfranciscensis, Lb. 
brevis, Lb. fermentum, Lb. reuleri, Lb. panis, Lb. pantis, Lb. fructivorans, ki so obligatorno 
heterofermentativni. Prisotni pa so tudi fakultativno heterofermentativne MKB: Lb. 
plantarum, Lb. casei, Lb. rhamnosus, Lb. alimentarius. Pogosto pa najdemo v KT tudi 
vrste iz rodov Pediococcus, Lactococcus, Leuconostoc, Weissella, Enterococcus ter 
Streptococcus. Heterofermentativni laktobacili prevladujejo v KT in je mogoče njihovo 
prisotnost razložiti predvsem zaradi zmožnosti prilagajanja na okolje (Vuyst in Neysens, 
2005). V KT najdemo tudi več vrst kvasovk; S. cerevisiae je najpogosteje prisotna ali 
dodana kvasovka. S. Exiguus, C. krusei, Pichia norvegensis in Hansenula so kvasovke, ki 
jih tudi skupaj z MKB najdemo v KT (Catzeddu, 2019). 
 
Količina tvorjenih kislin je odvisna od sestave mikrobne združbe KT in fermentacijskih 
parametrov, kot sta čas in temperatura. Ocetna kislina, ki se tvori pri heterofermentaciji 
ima izjemno vlogo pri senzoričnih lastnostih in pri daljšem roku uporabnosti. 
Heterofermentativni MKB ima tudi vlogo pri volumnu testa, če kislo testo ne vsebuje 
kvasovk (Kang in sod., 2017). Nadzor temperature je ključnega pomena pri proizvodnji 
KT, saj temperatura vpliva na spremembo mikrobne združbe kislega testa in posledično na 
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končno kakovost in senzoriko kruha. Fermentacija kislega testa pogostokrat poteka od 12 
do 18 ur pri 25-32 ℃. Kruh z mlečno kislino je blag, medtem ko ocetna kislina kruhu daje 
močnejši okus. Znano je, da homofermentativne bakterije uspevajo pri višjih temperaturah 
fermentacije med 32-38 ℃. Kvasovke imajo sposobnost fermentacije pri nižjih 
temperaturah med 20-25 ℃ (Kang in sod., 2017). Prav tako kot pri drugih fermentiranih 
živilih z mešano mikrobno združbo so senzorične, zdravstvene in prehranske lastnosti KT 
produkt metabolizma MKB in kvasovk (Gobbetti, 1998). 
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3 MATERIAL IN METODE 
 
Magistrsko delo je bilo opravljeno na Katedri za biokemijo in kemijo živil in Katedri za 
biotehnologijo, mikrobiologijo in varnost živil, Katedri za tehnologijo mesa in vrednotenje 
živil, Oddelka za živilstvo na Biotehniški fakulteti ter na Katedri za analizno kemijo 
Fakultete za kemijo in kemijsko tehnologijo. Praktično delo smo razdelili na tri dele, in 
sicer v prvem delu smo analizirali vsebnost posameznih biogenih aminov (TRP, PEA, 
PUT, CAD, HIS, TYR, SPD in SPM) in GABA v različnih ajdovih mokah (trije različni 
proizvajalci) med spontano fermentacijo in ob dodatku starterske kulture ob različnih časih 
fermentacije (24 in 48 ur). Vzporedno smo v ajdovih mokah in KT določali pH ter 
vsebnost antioksidantov. V drugem delu smo izolirali in identificirali MKB v KT. Poleg 
tega smo uporabili izolirane bakterije iz KT kot starterske kulture za tvorbo KT. V tretjem 
delu smo pripravili kruh z ajdovim KT in preučevali vpliv peke na vsebnost BA in GABA. 
Pripravili smo tudi kruh z ajdovim kislim testom in dodatkom liofilizata kalčkov grškega 





V preglednici 3 so zbrani podatki o analiziranih vzorcih ajdove moke. Moke so bile do 
uporabe hranjene v suhem in hladnem prostoru. 
 
Preglednica 3: Podatki o vzorcih ajdove moke 
Moka Proizvajalec Država porekla Rok uporabnosti Označba serije 
Ajdova moka (moka 1) Vila Natura Slovenija 25.09.2019 ni podatka 
Ajdova moka (moka 2) Mühle Werz Nemčija 20.12.2018 1822/5 
Ajdova moka (moka 3) Živa Center Italija 15.05.2019 190515 
 
Pri fermentaciji s startersko kulturo smo uporabili naslednji proizvod: 




- triptamin (TRP) (Sigma-Aldrich, Nemčija), 
- feniletilamin (PEA) (Sigma-Aldrich, Nemčija), 
- putrescin (PUT) (Sigma-Aldrich, Nemčija), 
- kadaverin (CAD) (Sigma-Aldrich, Nemčija), 
- histamin (HIS) (Sigma-Aldrich, Nemčija), 
- 1,7-diamino heptan (IS) (Sigma-Aldrich, Nemčija), 
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- tiramin (TYR) (Sigma-Aldrich, Nemčija), 
- spermidin (SPD) (Sigma-Aldrich, Nemčija), 
- spermin (SPM) (Sigma-Aldrich, Nemčija), 
- gama-aminobutanojska kislina (GABA) (Sigma-Aldrich, Nemčija), 
- voda milliQ (UL, BF z uporabo aparata Millipore, ZDA), 
- destilirana voda, 
- HCl (Sigma-Aldrich, Nemčija) za pripravo 0,4 M raztopine, 
- aceton (Sigma-Aldrich, Nemčija), 
- derivatizacijski reagent – danzilklorid (C12H12ClNO2S) (Sigma-Aldrich), 
- Folin-Ciocalteau reagent, Sigma-Aldrich, Nemčija, 
- DPPH (Sigma-Aldrich, Nemčija), 
- ABTS (Sigma-Aldrich, Nemčija), 
- natrijev dihidrogen fosfat (Merck, ZDA), 
- troloks (Sigma-Aldrich, Nemčija), 
- ocetna kislina (Sigma-Aldrich, Nemčija). 
- 1 % NaDS v miliQ vodi (450 mg NaDS v 45 mL H2O), 
- natrijev hidrogen karbonat (NaHCO3) (Merck, ZDA) za pripravo 2 M raztopine, 
- natrijev karbonat (Na2CO3) (Sigma-Aldrich, Nemčija) za pripravo 2 M raztopine, 
- natrijev hidroksid (NaOH) (Merck, ZDA) za pripravo 2 M raztopine, 
- TNBS (5 % raztopina pikrilsulfonske kisline) (Sigma-Aldrich, Nemčija), 
- 1,5 mM raztopina levcina v 1 % NaDS, 
- 0,5 M fosfatni pufer pH 8,2, 
- 0,5 M acetatni pufer pH 5,0, 
- fiziološka raztopina, 
- barvilo kristal-vijolično, 
- lugolova raztopina, 
- mešanica aceton-etanol, 
- barvilo safranin. 
 
3.1.3 Aparature in naprave 
 
- analitska tehtnica (Mettler), 
- vrtinčnik, 
- hladilnik z zamrzovalnikom, 
- pečica s termostatom (Kambič), 
- termoblok (Liebisch), 
- laboratorijska centrifuga, 
- ultrathurax T25 (Janke and Kunkel), 
- kuhalna plošča, 
- laboratorijsko magnetno mešalo, 
- HPLC kromatograf, 
Lokar P. Vpliv spontane fermentacije ajdove moke na vsebnost biogenih aminov in antioksidantov v kislem testu. 22 
     Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2021  
- kroglični homogenizator (Retsch MM 400), 
- aparat za pripravo testa (Gorenje), 
- pečica (Gorenje), 
- avtoklav (Kambič), 
- analitska tehtnica, 
- magnetno mešalo, 
- pipete, 
- inkubator (Kambič), 
- anaerobni lonec, 
- stresalnik Vibromix, 
- laminar (Iskra), 
- zamrzovalna skrinja, 
- posoda za shranjevanje tekočega dušika, 
- centrifuga MiniSpin (Eppendorf), 




3.1.4.1 Trdno gojišče YEPD 
 
Trdno gojišče YEPD smo uporabili za kultivacijo kvasovk. Gojišče YEPD smo pripravili 
po navodilih proizvajalca (Merck, Darmstadt, Nemčija). V steklenico smo natehtali 
ustrezno količino gojišča, dodali destilirano vodo, premešali in avtoklavirali (15 min, 121 
℃, tlak 1,1 bar). Po opravljenem avtoklaviranjem smo gojišče v brezprašni komori ali ob 
gorilniku razlili na petrijeve plošče in počakali, da se pripravljeno gojišče strdi in posuši. 
 
3.1.4.2 Trdno gojišče MRS 
 
Gojišče MRS smo uporabili za namnoževanje avtohtonih sevov MKB. Gojišče MRS smo 
pripravili po navodilih proizvajalca (Merck, Darmstadt, Nemčija). V steklenico smo 
natehtali ustrezno količino gojišča, dodali destilirano vodo, premešali in avtoklavirali (15 
min, 121 ℃, tlak 1,1 bar). Po opravljenem avtoklaviranjem smo gojišče v brezprašni 
komori ali ob gorilniku razlili na petrijeve plošče in počakali, da se pripravljeno gojišče 
strdi in posuši.  
 
3.1.4.3 Tekoče gojišče MRS 
 
Po navodilih proizvajalca (Merck, Nemčija) smo pripravili tekoče gojišče MRS za 
merjenje optične gostote biomase. Ustrezno količino gojišča smo natehtali v steklenico in 
dopolnili z destilirano vodo. Z magnetnim mešalom smo tako pripravljeno mešanico 
raztopili, nalili v erlenmajerico s stransko roko in avtoklavirali (15 min, 121 ℃, tlak 1,1 
bar). 
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3.1.5 Ostala laboratorijska oprema 
 
- kapalke, 
- 50 in 15 mL polipropilenske centrifugirke, 
- avtomatske pipete, 
- čolniček za tehtanje, 
- laboratorijska steklovina, 
- alu folija, 
- zaščitna očala, 
- zaščitne rokavice, 
- plastične epice oz. mikrocentrifugirke (1,5 in 2 mL), 
- vrelne vehe, 
- teflonski pokrovi, 
- HPLC viale, 
- membranski filtri iz najlona z velikostjo por 0,45 µm, 




Opravili smo več neodvisnih eksperimentov za analizo tvorbe BA v različnih ajdovih 
mokah s spontano fermentacijo in po dodatku liofilizirane komercialno pripravljene 
starterske kulture. Za pripravo KT smo uporabili startersko kulturo Livendo starter LV1 
(Lesaffre, Ukrajina). Vzorce za fermentacijo (kisla testa) smo pripravili tako, da smo po 5 
g posamezne ajdove moke treh različnih proizvajalcev (moka 1, moka 2 in moka 3) 
natehtali v 50 mL polipropilenske centrifugirke in dodali 10 mL milliQ vode ter zmes 
premešali. Pri KT s startersko kulturo smo dodali 25 mg starterske kulture (k 5 g ajdove 
moke), kar je v skladu s priporočili proizvajalca, da starterska kultura predstavlja 0,4-0,6 % 
mase moke. Po mešanju vsebine smo centrifugirke pustili 24 in 48 ur v termostatu pri 
konstantni temperaturi 30 ℃, da je potekla fermentacija. 
 
Pri poskusu 1 (odprte centrifugirke; S1) in 2 (zaprte centrifugirke; S2), kjer smo izvajali 
spontano fermentacijo, smo preverjali, ali ima dostop kisika kakor tudi odsotnost 
izmenjave plinov večji vpliv na sintezo aminov. Ker so rezultati potrdili, da ni večjih razlik 
med vsebnostmi BA, smo se pri nadaljnjih poskusih (S3, S4 in S5) odločili, da bomo na 
centrifugirke namestili vrelne vehe, ki bodo omogočile odvajanje CO2 v okolico med 
fermentacijo. Fermentacijo s startersko kulturo smo izvedli v treh poskusih (K3, K4 in K5), 
kjer smo prav tako namestili vrelne vehe. Po končani fermentaciji, ki je trajala 24 oziroma 
48 ur smo vzorce vzeli iz inkubatorja in dobro premešali s stekleno palčko, da smo dobili 
homogeno suspenzijo, ki smo jo uporabili pri nadaljnjih analizah.  
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3.2.1.1 Merjenje vrednosti pH kislih test 
 
Tako hidratiziranim mokam kot kislim testom po končani fermentaciji (24 in 48 ur) smo 
izmerili pH direktno v 50 mL centrifugirkah. Meritve smo opravili na Katedri za 
tehnologijo mesa in vrednotenje živil, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo. 
 
3.2.2 Določanje biogenih aminov po končani mlečnokislinski fermentaciji kislega 
testa 
 
Določanje BA je težavno, saj so relativno polarne spojine, kar vpliva na slabše zadrževanje 
na kromatografskih kolonah z reverzno fazo in večinoma ne absorbirajo v UV delu spektra 
niti fluorescirajo, kar otežuje detekcijo po kromatografski separaciji, ki je najbolj 
priljubljena metoda in se pogosto uporablja za ločevanje in kvantifikacijo BA. Prva faza 
postopka določitve je vsebovala ekstrakcijo BA iz matrice, sledila je derivatizacija z 
reagentom danzilklorid in nato faza ločevanje derivatiziranih BA s tekočinsko 
kromatografijo visoke ločljivosti (HPLC) na kromatografski koloni z reverzno fazo in 
detekcija z zaporedno vezanima UV in fluorescenčnim detektorjem (Ruiz-Capillas in 
Herrero, 2019). Princip derivatizacije BA pred kromatografsko separacijo smo prevzeli po 
Ben-Gigirey in sod. (1998). Rešek (2019) je predhodno opravila postopek optimizacije 
kromatografske separacije in derivatizacije.  
 
3.2.2.1 Standardi biogenih aminov 
 
Iz komercialno dostopnih standardov BA, ki smo jih predhodno shranjevali v hladilniku, 
smo pripravili raztopine posameznih BA s koncentracijo 5 mg/mL. Kot topilo smo 
uporabili 0,4 M HCl. Tako pripravljene raztopine smo hranili na -20 ℃ skozi celotni 
eksperiment. Za vsako serijo vzorcev smo pripravili mešanico vseh standardov s 
koncentracijo posameznega amina 500 µg/mL, ki smo jo uporabili za pripravo umeritvenih 
krivulj pri vsakokratnih analizah vzorcev.  
 
3.2.2.2 Ekstrakcija  
 
V posamezne 15 mL polipropilenske centrifugirke smo zatehtali 1 g kislega testa in dodali 
0,4 M HCl z raztopljenim internim standardom 1,7 diaminoheptan (10 mg/L) v razmerju 
1:10. Vsebino centrifugirk smo dobro premešali in pustili 30 min na pultu, da so se amini 
ekstrahirali in netopni ostanki posedli na dno.  
 
3.2.2.3 Centrifugiranje  
 
Približno 1,5 mL zgornje, delno bistre raztopine iz posameznih ekstrahiranih vzorcev smo 
prenesli v 2 mL mikrocentrifugirke (epice) in centrifugirali 5 min pri 10000 g. Bistri del 
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Za derivatizacijski reagent smo uporabili danzil klorid, ki smo ga hranili v zamrzovalniku 
na -20 ℃. Tik pred uporabo smo pripravili derivatizacijski reagent, saj danzilklorid s 
časom razpade. Za pripravo smo 100 mg danzil klorida raztopili v 11 mL acetona. 
Derivatizacija je potekala tako, da smo v 1,5 mL mikrocentrifugirko odpipetirali 250 µL 
bistrega ekstrakta po centrifugiranju ter dodali 50 µL 2 M NaOH in 75 µL nasičenega 
Na2CO3 pripravljenega v milliQ vodi. Tako pripravljeno mešanico smo premešali na 
vrtinčniku, nato dodali 500 µL derivatizacijskega reagenta v acetonu in premešali na 
vrtinčniku. Reakcijsko mešanico smo inkubirali 45 min na 40 ℃ v termobloku. Po 
inkubaciji smo dodali 25 µL 25 % amonijaka za odstranitev prebitnega derivatizacijskega 
reagenta (amonijak je reagiral z danzilkloridom) in dobro premešali. Po končanem mešanju 
smo vzorce pustili 30 min na sobni temperaturi, dodali 350 µL acetona in 5 min 
centrifugirali na 5000 g. Bistro raztopino smo prefiltrirali preko filtra z velikostjo por 0,45 
µm in prenesli v HPLC vialo (Ben-Gigirey in sod., 1998). 
 
3.2.2.5 Metoda HPLC za določanje biogenih aminov  
 
Kromatografske analize so bile izvedene na Katedri za analizno kemijo, Fakultete za 
kemijo in kemijsko tehnologijo Univerze v Ljubljani.  
 
Kromatografski pogoji: 
- Stacionarna faza: kolona (00F-4605-E0 Kinnetex 5 µm XB-C18 100 Å), dimenzije 150 
x 4,6 mm z nepolarno stacionarno fazo, 
- Mobilna faza: mešanica milliQ vode in acetonitrila z začetno mobilno fazo sestave 40 
% acetonitrila in 60 % milliQ vode. Sestava mobilne faze se je spreminjala: 40-80 % 
acetonitrila v 25 min, 25-30 min 80-100 %, 30-35 min 100 % in 35-40 min 100-40 %, 
- Pretok mobilne faze: 0,7 mL/min. 
 
Detekcija eluiranih derivatov BA je potekala z zaporedno vezanim detektorjem. UV/VIS 
detektor je bil prvi vezan preko izhoda iz kolone. Nastavljen je bil na valovno dolžino 
254nm. Drugi je bil zaporedno vezan fluorescenčni detektor. Derivatizirane analite smo 
vzbujali z valovno dolžino 350 nm in spremljali emisijo pri valovni dolžini 520 nm. Za 
analizo podatkov smo uporabili programsko opremo Aglient ChemStation. Integrirali smo 
signale za posamezne kromatografske vrhove, ki so ustrezali BA in na osnovi signalov, ki 
smo jih določili za standardne raztopine BA (umeritvene krivulje), določili koncentracije v 
raztopinah vzorcev, ki smo jih nanašali na kolono. Ob upoštevanju razredčitev smo določili 
vsebnost BA v mokah in KT.  
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3.2.3 Določanje vsebnosti antioksidantov s Folin-Ciocalteau reagentom 
 
3.2.3.1 Priprava vzorcev 
 
Polarne antioksidante v vzorcih smo določili tako, da smo zatehtali 100 mg ustrezne moke 
v plastične centrifugirke in dodali 1 mL 80 % acetona. V primeru kislega testa smo 
zatehtali 200 mg in dodali 0,9 mL 88,9 % acetona, saj smo na ta način zagotovili enak 
delež vode v ekstrakcijski raztopini kot v primeru moke. Naslednja stopnja je bila 
ekstrakcija, katera je potekala 20 min z mešanjem v vodni kopeli pri temperaturi 40 ℃. 
Suspenzijo smo centrifugirali 10 min pri 4000 g. Pridobljeni supernantant smo uporabili v 
naslednjih analizah vsebnosti antioksidantov. Celotni postopek smo izvedli v dveh 
paralelkah. 
 
3.2.3.2 Priprava delovne raztopine 
 
Izhodni FC reagent smo redčili z milliQ vodo v volumskem razmerju razmerju 1:2. Po 
pripravi raztopine smo jo uporabili v roku ene ure. Za pripravo raztopine Na2CO3 smo 
natehtali 6 g Na2CO3 in dodali 24 g milliQ vode ter tako pripravljeno raztopino dobro 
premešali. 
 
3.2.3.3 Izvedba testa 
 
Pri testu s FC reagentom smo v 1,5 mL mikrocentrifugirko odpipetirali 50 µL redčenega 
vzorca v razmerju 1:5 (100 µL vzorca in 400 µL 80 % acetona). Dodali smo 0,7 mL milliQ 
vode in 125 µL delovne raztopine FC reagenta. Pri slepi probi smo vzorec nadomestili z 
milli-Q vodo. Raztopino smo premešali in pustili 5 min. Nato smo dodali 125 µL 20 % 
Na2CO3, pomešali in inkubirali 55 min pri sobni temperaturi. Absorbanco smo merili pri 
765 nm v polistirenskih kivetah. Spektrofotometer smo predhodno umerili na nič z milliQ 
vodo. Vsebnost antioksidantov v vzorcu smo izrazili kot Troloks ekvivalente (µmol/g) ob 
upoštevanju umeritvene krivulje in ustreznih razredčitvah vzorca. 
 
3.2.4 Izolacija, morfološki pregled kolonij, namnoževanje in shranjevanje 
avtohtonih sevov mlečnokislinskih bakterij in kvasovk iz kislega testa po 
spontani fermentaciji 
 
Priprava vzorcev za spontano fermentacijo je potekala kot je opisano v poglavju 3.2.1. 
Spontana fermentacija je potekala 24 ur pri 30 ℃. Izbrali smo dve različni ajdovi moki 
(moka 1 in moka 3). K 1 g kislega testa po 24-urni fermentaciji smo dodali 9 mL fiziološke 
raztopine. Tako pripravljene vzorce smo s cepilno zanko nacepili na selektivno gojišče 
MRS in po tridnevni anaerobni inkubaciji pri 37 ℃ preverili rast kultur. Za preverjanje 
prisotnosti kvasovk smo uporabili trdno gojišče YEPD. S cepilno zanko smo nacepili 
pripravljene vzorce na gojišče YEPD in inkubirali 72 ur pri temperaturi 28 ℃. Kulture smo 
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pogledali pod svetlobnim mikroskopom in jih nato precepili naprej do posameznih kolonij, 
da smo pridobili čiste kulture. Nacepljene plošče smo anaerobno inkubirali tri dni pri 28 
℃. Za bakterije, ki so zrasle na gojišču MRS smo uporabili metodo barvanja po Gramu ter 
jih pogledali pod mikroskopom (podroben opis v točki 3.2.4.2). Po precepljanju do čiste 
kulture smo izbrali posamezne kolonije in jih nacepili v tekoče gojišče MRS in inkubirali 
na 30 ℃ pri 150 obr./min. Inkubirali smo približno 16 ur. Prenesli smo 100 µL kulture in 
dodali 100 µL 40 % glicerola, premešali ter shranili pri -80 ℃. Tekoči dušik smo uporabili 
za zamrzovanje vzorcev.  
 
3.2.4.1 Vzorci  
 
Za izolacijo MKB iz spontanih fermentiranih mok smo se odločili za naslednje moke: 
- Vzorec 1: moka 1  
- Vzorec 2: moka 3  
Odločili smo se za ajdovi moki, ki sta imeli pri spontani fermentaciji najbolj pestro sestavo 
aminov in hkrati tudi veliko vsebnost GABA. 
 
3.2.4.2 Barvanje po Gramu 
 
Za bakterije, ki so zrasle na gojišču MRS, smo uporabili metodo barvanja po Gramu. Na 
osnovi barvanja lahko bakterije razdelimo na grampozitivne ali negativne. Kolonijo z 
gojišča MRS smo razmazali na objektno steklo, posušili na zraku ob ognju in fiksirali nad 
ognjem. Preparat smo obarvali po protokolu, najprej s kristal-vijoličnim barvilom, kasneje 
z lugolovo raztopino. V tem primeru je prišlo do tvorbe kristalov v celicah in nastanek 
netopnega kompleksa kristalno-vijoličnega barvila z lugom. Odvečno barvilo smo sprali z 
mešanico etanola in acetona. Dodali smo barvilo safranin, ki je po Gramu negativne 
bakterije obarval rožnato. Grampozitivne bakterije pa so ostale modro-vijolične barve 
(Smole Možina, 2000). Postopek barvanja po Gramu je predstavljen v Preglednici 4. 
 









Barvni preparat smo mikroskopirali s svetlobnim mikroskopom pri 1000-kratni povečavi 
ob predhodnem nanosu imerzijskega olja. 
 
Postopek Čas (min) 
nanos barvila kristal-vijolično 1 
spiranje z vodo  
nanos barvila lugol 1 
spiranje z vodo  
nanos mešanice aceton-etanol 1 
spiranje z vodo  
nanos barvila safranin 1 
spiranje z vodo  
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3.2.4.3 Katalazni test 
 
Za katalazni test smo pripravili 5 % raztopino H2O2, ki smo jo kapnili na objektno steklo in 
s plastično cepilno zanko prenesli delec kolonije MKB v kapljico. Pri tem smo opazovali 
potek reakcije. V primeru burne reakcije (pojavijo se mehurčki) je kultura katalaza-
pozitivna, v nasprotnem primeru (če ni mehurčkov) so bakterije katalaza-negativne. Take 
bakterije ne vsebujejo encima katalaze, saj se H2O2 ne razgradi do H2O in O2. 
 
3.2.5 Mlečnokislinska fermentacija mešanice moke in vode z inokulirano kulturo 
avtohtone mlečnokislinske bakterije 
 
3.2.5.1 Priprava inokuluma avtohtonih sevov mlečnokislinskih bakterij 
 
Izolirani kulturi avtohtonih MKB moke 1 in moke 3 smo namnožili v tekočem gojišču 
MRS. Odpipetirali smo 50 µL kulture, inkubirali na stresalniku 16 ur pri 30 ℃ s 
stresanjem pri 150 obr./min. S spektrofotometričnim merjenjem optične gostote (OD), ki 
smo jo merili pri 650 nm, smo določili uspešnost namnoževanja. Sledilo je centrifugiranje 
(5 min pri 4000 g) in dvakratno spiranje kulture s fiziološko raztopino.  
 
V 50 mL centrifugirke smo natehtali 5 g ajdove moke 3 in dodali 10 g destilirane vode, 
premešali in inokulirali z 0,5 mL namnožene kulture izolirane avtohtone kulture MKB iz 
čičerikinega kislega testa (opisano v poglavju 4.5.2). Mešanico smo dobro premešali in 
zaprli z vrelnimi vehami. Vse skupaj smo prenesli na inkubator ter fermentirali za 24 ur na 
30 ℃. Po 24-urni fermentaciji smo naredili ekstrakcijo in derivatizacijo za HPLC analizo 
za določanje BA v vzorcih.  
 
3.2.5.2 Določanje razgradnje biogenih aminov v kruhu z ajdovim kislim testom in 
liofilizatom kalčkov grškega sena (Trigonella foenum-graecum) 
 
Pripravo kruha smo opravili na Katedri za tehnologijo mesa in vrednotenje živil. Pripravili 
smo kruh z ajdovim kislim testom ter kruh z ajdovim kislim testom z dodanim liofilizatom 
kalčkov grškega sena (Kralj-Cigić in sod., 2020). V preglednici 5 so navedene sestavine in 
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Preglednica 5: Podatki o sestavinah za kruh z ajdovim kislim testom in za kruh z ajdovim kislim testom in 
liofilizatom kalčkov 
Sestavine Kruh z ajdovim 
KT 
Kruh z ajdovim KT in 
liofilizatom kalčkov 
bela moka tip 400 250 g 250 g 
ajdovo kislo testo  150 g 150 g 
NaHCO3 (18 g/L) 100 mL 100 mL 
MiliQ H2O 50 mL / 
suspenzija liofiliziranih in homogeniziranih 
kalčkov grškega sena v MiliQ H2O 
/ 50 mL 
NaCl 5,9 g 5,9 g 
suhi kvas 2,3 g 2,3 g 
 
Kruh z ajdovim kislim testom 
Natehtali smo 250 g bele moke tipa 400, 5,9 g soli, 150 g ajdovega KT (moka 3, spontana 
fermentacija je potekala 24 ur), 100 mL raztopljene sode bikarbone (NaHCO3) v H2O, 2,3 
g suhega kvasa in dolili 100 mL milli-Q vode, v kateri smo predhodno raztopili 1,8 g 
NaHCO3, ki nam je služil kot sredstvo za dvig vrednosti pH testa na 5,9 (to je pH po 
dodatku vseh sestavin). Celotno zmes smo mešali 3 minute v aparatu za pripravo testa in 
vmes dolili 50 mL milli-Q vode ter nadaljevali mešanje še za 15 minut. Po mešanju smo 
pustili testo vzhajati 45 min. Nato smo oblikovali hlebček, ga postavili v pečico ogreto na 
200 ℃ in pekli 45 min. Za analizo smo odvzeli po tri vzorce kislega ajdovega KT, zmesi 
(testa) po zamesu in tik pred peko ter po tri vzorce skorje in tri vzorce sredice pečenega 
kruha.  Zatehtali smo 2 g posameznih vzorcev in prilili 20 mL 0,4 M HCl z internim 
standardom. Posamezne vzorce smo homogenizirali z Ultrathuraksom (14000 rpm, 2x po 
30 sekund) in določali BA kot je opisano v poglavju 3.2.2. 
 
Kruh z ajdovim kislim testom in liofilizatom kalčkov 
Liofilizat kalčkov grškega sena smo homogenizirali na krogličnem homogenizatorju MM 
400. Natehtali smo 2 g vzorca liofilizata kalčkov grškega sena in dodali 3 kroglice s 
premerom 15 mm, ter homogenizirali 60 sekund s frekvenco 30 s-1. Pri tem smo s pomočjo 
trenja in udarcev v kratkem času dobili fin prah in ga shranili v hladilniku na 5 ℃ do 
uporabe. Pri kruhu z ajdovim KT in liofilizatom kalčkov smo naredili enako kot pri zgoraj 
opisanem kruhu. Razlika je bila ta, da smo v 50 mL vode dodali 2,5 g kalčkov grškega 
sena v prahu in mešali 5 min na magnetnem mešalu. 50 mL suspenzije smo dodali v maso 
za testo namesto 50 mL H2O. BA smo določali na enak način kot v primeru, ko smo dodali 
samo H2O. Dodatno smo analizirali tudi BA v homogenatu zmletih kalčkov grškega sena 
po 5 minutnem mešanju tik pred dodatkom v testo. 
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4 REZULTATI Z RAZPRAVO 
 
4.1 VSEBNOST BIOGENIH AMINOV  
4.1.1 Vsebnost biogenih aminov in GABA v nefermentiranih ajdovih mokah in 
pšenični moki tipa 400 
 
Na sliki 6 so prikazani rezultati določitve vsebnosti BA v vzorcih ajdovih mok (moka 1, 2 
in 3) in pšenične moke tipa 400. Vsebnost biogenih aminov v vzorcih ajdovih mokah smo 
izvedli v enem poskusu. 
 
 
Slika 5: Vsebnost biogenih aminov v ajdovih mokah 
Pri ajdovih mokah je vsebnost BA med seboj primerljiva (Slika 5). V nobeni od mok 
nismo določili HIS ali TYR. Z večjo vsebnostjo GABA pa izstopa moka 1, kjer so 
vsebnosti približno 3x večje kot v mokah 2 in 3. Bela pšenična moka vsebuje samo BA 
PUT, CAD in poliamina SPD in SPM, vendar je vsebnost slednjih precej manjša kot v 
ajdovih mokah. Rezultati, iz katerih so razvidne spremembe v vsebnosti BA po 
fermentaciji ajdovih mok, so prikazani v naslednjih poglavjih.  
 
4.1.2 Vsebnost biogenih aminov in gama-aminobutanojske kisline pri spontani 
fermentaciji in fermentaciji s starterskimi kulturami 
 
Za spontano fermentacijo različnih rastlinskih mok, ki se jih naknadno vključi v testa, je 
vse večje zanimanje (Bartkiene in sod., 2014). Pekarski izdelki z dodatkom KT 
pripravljenega s spontano fermentacijo se v zadnjih letih ponovno vključujejo v 
industrijsko proizvodnjo. Potrošniki želijo naravna in okusnejša domača živila, poleg tega 






















moka 1 moka 2 moka 3 Pšenična moka 400
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proizvodnji kruha je eden najstarejših biotehnoloških procesov. KT nastaja s fermentacijo 
testa z naravno prisotno mikrobno združbo moke (spontana fermentacija) ali z dodatkom 
starterskih kultur iz enega ali mešanice več izbranih sevov MKB in kvasovk. Uporaba KT 
podaljša rok trajanja in vpliva na aromo živila (Selimović in sod., 2017). 
 
Pri procesu fermentacije živil lahko pričakujemo prisotnost različnih vrst MO, nekateri pa 
so sposobni tvoriti BA. Izdelki pripravljeni z MKB lahko vsebujejo velike količine PUT, 
CAD, HIS in TYR (Brink in sod., 1990). V nekaterih fermentiranih živilih je težko 
preprečiti kopičenje BA zaradi mikrobioloških/kemijskih/fizikalnih pogojev fermentacije, 
katerih ni mogoče enostavno spremeniti (Alvarez in sod., 2014). KT pripravljeno s 
spontano fermentacijo vsebuje kompleksno mikrobno združbo in to je razlog, da se lahko 
tvorijo BA v takšnih razmerah (Bartkiene in sod., 2014). Pri določanje vsebnosti BA smo 
primerjali vsebnosti BA pri spontani fermentaciji ajdovih mok in fermentaciji s 
starterskimi kulturami. Zanimalo nas je predvsem, ali ima izvor moke vpliv na tvorbo BA 
med spontano fermentacijo ter kako vpliva dodatek starterske kulture, ki je v skladu z 
navodili proizvajalca, na profil BA v KT.  
 
V prilogah A, B in C so podani vsi rezultati za vsebnost biogenih aminov TRP, PEA, PUT, 
CAD, HIS, TYR, SPD, SPM in aminokisline GABA pri fermentaciji KT. V okviru 
poglavja 4. so ločeno v obliki grafov prikazane vsebnosti biogenih aminov PUT, CAD in 
TYR ter GABA za moko posameznega proizvajalca. Posamezen graf za moko določenega 
proizvajalca vsebuje podatke o določeni vsebnosti izbranega BA v neodvisnih 
eksperimentih (posamezna fermentacija) po dveh različnih časih (24 in 48 ur) za spontano 
fermentacijo in fermentacijo z dodano startersko kulturo. Vsebnosti BA so izražene v 
mg/100 g suhe snovi.  
Lokar P. Vpliv spontane fermentacije ajdove moke na vsebnost biogenih aminov in antioksidantov v kislem testu. 32 
     Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2021  
4.1.2.1 Vsebnost putrescina 
 
 
Slika 6: Vsebnost putrescina (PUT) v kislem testu (moka 1) po 24- in 48-urni fermentaciji v primeru spontane 
fermentacije (s1, s2, s3, s4 in s5) ali dodane komercialne starterske kulture (k3, k4 in k5). 
Prikazani sta povprečna vrednost za poskuse s spontano fermentacijo ± SD (S-povp) in povprečna 
vrednost za poskuse s startersko kulturo ± SD (K-povp). Rezultati so podani na suho snov. 
Dodatek starterske kulture ima velik vpliv na akumulacijo PUT v KT moke 1 (slika 6). 
Povprečna določena vsebnost PUT po 24 urah spontane fermentacije je bila 3,1 mg/100 g 
in po 48 urah 3,8 mg/100 g. Za približno 20x večje vsebnosti smo določili po dodatku 
starterske kulture. Po 24 urah je povprečna vsebnost 61,9 mg/100 g in po 48 urah 87,4 
mg/100 g. V splošnem velja, da je vsebnost po 48 urah večja kot po 24 urah. Relativna 




Slika 7: Vsebnost putrescina (PUT) v kislem testu (moka 2) po 24- in 48- urni fermentaciji v primeru 
spontane fermentacije (s1, s2, s3, s4 in s5) ali dodane komercialne starterske kulture (k3, k4 in k5). 
Prikazani sta povprečna vrednost za poskuse s spontano fermentacijo ± SD (S-povp) in  povprečna 
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Vpliv dodane starterske kulture v moki 2 (Slika 7) na vsebnost PUT v KT je bil manjši kot 
pri moki 1. Največjo vsebnost smo celo določili pri eni od spontanih fermentacij po 48-
urni inkubaciji, kar je tudi prispevalo k veliki relativni standardni deviaciji meritev. 
Povprečna vsebnost po 24 urah spontane fermentacije je 3,4 mg/100 g in po 48 urah 19,0 
mg/100 g. Za razliko od moke 1 je bila pri moki 2 vsebnost PUT po 24 urah inkubacije z 
dodano kulturo (1,4 mg/100 g) celo manjša kot pri spontani fermentaciji. Kljub temu smo 
po 48 urah določili večjo vsebnost PUT (28,1 mg/100 g) kot pri spontani fermentaciji. 
Ugotovimo lahko, da ima avtohtona mikrobna združba moke izjemno velik vpliv na potek 
fermentacije in sintezo PUT kljub dodani starterski kulturi, kar še najbolj odraža skoraj 50x 
manjša vsebnost PUT v moki 2 v primerjavi v moko 1 po 24-urni fermentaciji. 
 
 
Slika 8: Vsebnost putrescina (PUT) v kislem testu (moka 3) po 24- in 48-urni fermentaciji v primeru 
spontane fermentacije (s1, s2, s3, s4 in s5) ali dodane komercialne starterske kulture (k3, k4 in k5). 
Prikazani sta povprečna vrednost za poskuse s spontano fermentacijo ± SD (S-povp) in povprečna 
vrednost za poskuse s startersko kulturo ± SD (K-povp). Rezultati so podani na suho snov. 
Vsebnost PUT v KT pripravljenih s spontano fermentacijo moke 3 (Slika 8) je večja kot v 
KT iz mok 1 in 2. Določena vsebnost PUT po 24-urni fermentaciji (30,2 mg/100 g) je 10x 
večja kot v obeh predhodnih mokah, medtem ko je po 48 urah (61,6 mg/100 g) celo 15x 
večja kot v moki 1 in 3x večja kot v moki 2. Dodatek starterske kulture je rezultiral v nekaj 
večjih vrednostih tako po 24 urah (36,1 mg/100 g) kot po 48 urah (101,2 mg/100 g) 
fermentacije. Določene vsebnosti so bile v območju rezultatov za moko 1, vendar je bil 
vpliv dodane kulture (relativno povečanje) pri moki 3 precej manjši. V splošnem lahko 
ugotovimo, da dodatek starterske kulture rezultira v povečani vsebnosti PUT v vseh mokah 
po 48-urni fermentaciji. Sam substrat (tako razlike v sestavi moke kot začetna prisotnost 
MO) ima kljub vsemu velik vpliv na potek fermentacije z dodano startersko kulturo, saj se 
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4.1.2.2 Vsebnost kadaverina 
 
 
Slika 9: Vsebnost kadevarina (CAD) v kislem testu (moka 1) po 24- in 48-urni fermentaciji v primeru 
spontane fermentacije (s1, s2, s3, s4 in s5) ali dodane komercialne starterske kulture (k3, k4 in k5). 
Prikazani sta povprečna vrednost za poskuse s spontano fermentacijo ± SD (S-povp) in povprečna 
vrednost za poskuse s startersko kulturo ± SD (K-povp). Rezultati so podani na suho snov. 
Na sliki 9 je razvidno, da je vsebnost CAD v KT s spontano fermentacijo večja kot v KT s 
startersko kulturo. V KT pripravljenih s spontano 24 urno fermentacijo v moki 1 je 
povprečna vsebnost CAD 12,7 mg/100 g in po 48 urah 15,6 mg/100 g. Pri dodatku 
starterske kulture smo tako določili 3x manjšo vsebnost CAD po 24-urni fermentaciji. 
Vsebnost po 24 urah je 3,9 mg/100 g in po 48 urah 11,6 mg/100 g. Vsebnost CAD po 48 
urah je večja kot po 24 urah pri vseh vzorcih tako za spontano fermentacijo kot 
fermentacijo moke 1 s startersko kulturo. Relativna standardna deviacija določenih 
vrednosti je večja pri spontani fermentaciji. 
 
Slika 10: Vsebnost kadevarina (CAD) v kislem testu (moka 2) po 24- in 48-urni fermentaciji v primeru 
spontane fermentacije (s1, s2, s3, s4 in s5) ali dodane komercialne starterske kulture (k3, k4 in k5). 
Prikazani sta povprečna vrednost za poskuse s spontano fermentacijo ± SD (S-povp) in povprečna 
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Pri fermentaciji moke 2 smo največjo vsebnost CAD določili pri eni od 24-urnih spontanih 
fermentaciji (32,2 mg/100 g) (Slika 10), ostale vrednosti po 24-urnih spontanih 
fermentacijah so med 0,7 in 1,3 mg/100 g. To prispeva tudi k visoki relativni standardni 
deviaciji meritev za spontano fermentacijo. Povprečna vsebnost CAD po 24 urah spontane 
fermentacije je 7,21 mg/100 g in po 48 urah 9,5 mg/100 g. Po dodatku starterske kulture so 
vsebnosti CAD po 24-urni fermentaciji nižje za približno 5x. Povprečna vsebnost je po 24 
urah 1,2 mg/100 g in po 48 urah 4,5 mg/100 g. Zaradi velike standardne deviacije 
predvsem pri spontani fermentaciji, razlike med fermentacijo z dodano startersko kulturo 
niso statistično značilne. Kljub temu pa za sedem od osmih fermentacij velja, da je 
vsebnost kadaverina po 48 urah večja kot po 24 urah. 
 
Slika 11: Vsebnost kadevarina (CAD) v kislem testu (moka 3) po 24- in 48- urni fermentaciji v primeru 
spontane fermentacije (s1, s2, s3, s4 in s5) ali dodane komercialne starterske kulture (k3, k4 in k5). 
Prikazani sta povprečna vrednost za poskuse s spontano fermentacijo ± SD (S-povp) in povprečna 
vrednost za poskuse s startersko kulturo ± SD (K-povp). Rezultati so podani na suho snov. 
Pri spontani fermentaciji moke 3 (Slika 11) je povprečna vsebnost CAD 56,4 mg/100 g po 
24-urni fermentaciji in 72,6 mg/100 g po 48-urni fermentaciji, kar nakazuje na večje 
povprečne vsebnosti CAD kot pri moki 1, kjer so pri spontani fermentaciji povprečne 
vsebnosti za 5x nižje in pri moki 2, kjer so vsebnosti za 8x nižje. Največjo vsebnost CAD 
je pri eni od 48-urnih spontanih fermentacij (126,2 mg/100 g). Pri moki 2 smo določili 
največjo vrednost pri eni od 24-urnih spontanih fermentacij, ki je bila vseeno približno 4x 
nižja kot pri moki 3. Pri vseh spontanih fermentacijah moke 3 smo 24 urah določili večje 
vsebnosti CAD kot pri katerikoli fermentaciji (tako 24 ur kot 48 ur) moke 1 ali moke 2. Po 
dodatku starterskih kultur v moko 3 smo zabeležili nižje povprečne vsebnosti CAD po 24-
urni fermentaciji (12,9 mg/100 g) in pri 48-urni fermentaciji (18,9 mg/100 g) v primerjavi s 
spontano fermentacijo. Od vseh treh mok ima moka 3 največje povprečne vsebnosti za 
CAD tako po spontani fermentaciji kot v primeru dodane starterske kulture. Pri vseh treh 
mokah rezultati kažejo na nižje vrednosti CAD po dodatku starterskih kultur, vendar so 
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Predvidevamo, da ima dodatek starterskih kultur pozitiven vpliv na zmanjšanje vsebnosti 
CAD v KT. Glede na rezultate smo pri vseh treh mokah dobili večje vsebnosti CAD po 48 
urah. 
 
4.1.2.3 Vsebnost tiramina 
 
 
Slika 12: Vsebnost tiramina (TYR) v kislem testu (moka 1) po 24- in 48-urni fermentaciji v primeru spontane 
fermentacije (s1, s2, s3, s4 in s5) ali dodane komercialne starterske kulture (k3, k4 in k5). 
Prikazani sta povprečna vrednost za poskuse s spontano fermentacijo ± SD (S-povp) in povprečna 
vrednost za poskuse s startersko kulturo ± SD (K-povp). Rezultati so podani na suho snov. 
Povprečna določena vsebnost TYR po 24 urah spontani fermentacije moke 1 je 27,5 
mg/100 g in po 48 urah 42,4 mg/100 g. Iz rezultatov povprečnih vsebnosti z dodatkom 
starterskih kultur za 24-urno fermentacijo (21,3 mg/100 g) in za 48-urno fermentacijo (35,7 
mg/100 g) sklepamo, da je dodatek starterskih kultur imel relativno majhen učinek na 
zmanjšanje vsebnosti TYR. Na splošno rezultati kažejo nižje vrednosti po 24-urni 
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Slika 13: Vsebnost tiramina (TYR) v kislem testu (moka 2) po 24- in 48-urni fermentaciji v primeru spontane 
fermentacije (s1, s2, s3, s4 in s5) ali dodane komercialne starterske kulture (k3, k4 in k5). 
Prikazani sta povprečna vrednost za poskuse s spontano fermentacijo ± SD (S-povp) in povprečna 
vrednost za poskuse s startersko kulturo ± SD (K-povp). Rezultati so podani na suho snov. 
V KT moke 2 (Slika 13) nismo določili TYR po fermentaciji s startersko kulturo. V dveh 
od petih vzorcev spontane fermentacije smo določili TYR po 24 urni fermentaciji in v treh 
vzorcih po 48 urni fermentacije. Največjo vsebnost smo določili pri eni od spontanih 
fermentacij po 48 urah (37,6 mg/100 g). Povprečna vsebnost TYR po 24 urah spontane 
fermentacije je 1,4 mg/100 g in po 48 urni fermentacije 12,1 mg/100 g. Relativne 
standardne deviacije za vsebnost TYR so precej večje pri moki 2 kot pri moki 1. 
 
 
Slika 14: Vsebnost tiramina (TYR) v kislem testu (moka 3) po 24- in 48-urni fermentaciji v primeru spontane 
fermentacije (s1, s2, s3, s4 in s5) ali dodane komercialne starterske kulture (k3, k4 in k5). 
Prikazani sta povprečna vrednost za poskuse s spontano fermentacijo ± SD (S-povp) in povprečna 
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Na sliki 14 so prikazane vsebnosti za TYR v kislem testu pripravljenem iz moke 3. 
Največjo vsebnost TYR smo določili pri eni od spontanih fermentacij po 48 urah (84,2 
mg/100 g). Za vse fermentacije moke 2 velja, da so določene vsebnosti TYR po 48 urah 
večje kot po 24 urah. Povprečna vsebnost TYR po 24 urah spontane fermentacije je 40,4 
mg/100 g in po 48 urah fermentacije 65,1 mg/100 g. Pri fermentacijah s startersko kulturo 
smo določili nekoliko nižje vsebnosti po 24 urah (29,3 mg/100 g) kot po 48 urah (52,1 
mg/100 g ). Iz rezultatov za moko 1 in 3 je razvidno, da dodana starterska kultura le malo 
vpliva na sintezo TYR, saj so rezultati s spontano fermentacijo in fermentacijo s kulturo 
primerljivi. Ta ugotovitev lahko predstavlja potencialni problem, ko se uporablja ajdova 
moka za pripravo kislega testa, saj je povišana vsebnost tiramina poleg histamina v živilih 
nezaželena in lahko privede do povišanja krvnega tlaka pri občutljivih posameznikih 
(Ladero in sod., 2010). Predpostavimo lahko, da dodatek starterskih kultur v te moke le 
malo vpliva na rast MO, ki izražajo tiramin dekarboksilazo. Medtem ko pri moki 2 po 
dodatku starterskih kutur, MO s tiramin dekarboksilazno aktivnostjo ne rastejo. Tvorba BA 
z mikrobno dekarboksilacijo AK je odvisna od specifičnih bakterijskih sevov, aktivnosti 
dekarboksilaze in razpoložljivosti AK.  
 
4.1.2.4  Vsebnost biogenih aminov HIS, TRP in PEA in poliaminov SPD in SPM 
 
V vsaj eni od fermentiranih mok smo določili tudi vsebnost biogenih aminov HIS, TRP in 
PEA (Preglednica 6 Priloge A-C). Prehransko problematičen HIS je bil v precej večjem 
deležu prisoten v KT pripravljenih s spontano fermentacijo. V moki 3 smo tako po 24 urah 
določili v povprečju več kot 24,4 mg HIS/100 g, kar je lahko v prehranskem smislu 
problematično, saj je npr. za sveže ribe na področju EU določena zgornja vsebnost 100 
mg/1 kg (EFSA, 2011). Za moko 3 je tudi značilno, da je bila vsebnost HIS po 48 urah 
manjša kot po 24 urah, kar bi lahko povezali z večjo aktivnostjo encimov, ki katalizirajo 
oksidacijo HIS. Vsebnost HIS v KT je nedvomno zelo visoka tudi, če jo primerjamo z 
drugimi prehranskimi viri (Comas-Baste in sod., 2019). Nekateri sevi MKB lahko izražajo 
večje število aminokislinskih dekarboksilaz, kar je odvisno tudi od pogojev rasti, kar lahko 
prispeva k akumulaciji različnih BA (Bartkiene in sod., 2014). Za razliko od TYR, kjer je 
imela starterska kultura relativno majhen vpliv na zmanjšano vsebnost po fermentaciji, 
smo HIS določili le pri treh od osemnajstih vzorcev fermentiranih ajdovih mok z dodatkom 
starterske kulture (Priloge A-C). V posamezni fermentaciji smo določili celo 65,1 mg 
TYR/100 g. TYR lahko pri visokih koncentracijah povzroči preobčutljivostno reakcijo, ki 
pa ima drugačne simptome kot HIS. Povečan prehranski vnos HIS prispeva k znižanju 
krvnega pritiska, medtem ko povečan vnos tiramina rezultira v povišanju krvnega pritiska 
(Shukla in sod., 2011). 
 
4.1.2.5 Vsebnost gama-aminobutanojske kisline 
 
Nedavne raziskave so pokazale, da nekatere MKB in drugi MO, kot so kvasovke lahko 
proizvajajo GABA. Proizvodnja GABA se med sevi MKB lahko razlikuje. Tisti sevi, ki 
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imajo možnost proizvodnje GABA, so pokazali odličen potencial sinteze med fermentacijo 
(Coda in sod., 2010). Številne študije so poročale o potencialni uporabi izbranih MKB za 
fermentacijo kislega testa z namenom obogatitve kislega testa kakor tudi končnega 
produkta kruha z GABA. Diana in sod. (2014) so obširno pregledali uporabo 
najrazličnejših žit, psevdožit in stročnic z uporabo različnih sevov MKB. Moke in seve so 
uporabili za pripravo KT in kruha, obogatenega z GABA. Najprimernejše moke so 
čičerikina, amarantova, kvinojina in ajdova. Visoko vsebnost GABA so določili prav tako 
Rizzello in sod. (2008) v ajdovem in kvinojinem KT s startersko kulturo (Lb. plantarum, 
Lc. lactis subsp. lactis). Več raziskav (Komatsuzaki in sod., 2005; Park in Oh, 2007; 
Siragusa in sod., 2007) poroča o aktivnosti glutamat dekarboksilaze (GAD), ki katalizira 
pretvorbo glutamata v GABA, pri mlečnokislinskih bakterijah. Seve mlečnokislinskih 
bakterij so izolirali iz sirov. GABA je v splošnem relativno stabilna v kislem pH v 
prisotnosti bakterij (Rizzello in sod., 2008). Na vsebnost GABA vplivajo temperatura 
fermentacije, pH in prisotnost inhibitorjev diamin oksidaz (DAO). GABA se lahko v 
rastlinah hitro proizvaja v anaerobnih pogojih, nizkem pH-ju, nizkih ali visokih 
temperaturah in v temi (Liao in sod., 2013). 
 
Slika 15: Vsebnost GABA v kislem testu (moka 1) po 24- in 48-urni fermentaciji v primeru spontane 
fermentacije (s1, s2, s3, s4 in s5) ali dodane komercialne starterske kulture (k3, k4 in k5). 
Prikazani sta povprečna vrednost za poskuse s spontano fermentacijo ± SD (S-povp) in povprečna 
vrednost za poskuse s startersko kulturo ± SD (K-povp). Rezultati so podani na suho snov. 
V KT pripravljenem iz moke 1 (Slika 15) smo določili večjo povprečno vsebnost GABA v 
primeru spontane fermentacije tako po 24-urni kot 48-urni fermentaciji. Največja vrednost 
GABA je pri 48-urni spontani fermentaciji S5 (169,6 mg/100 g). Vsebnost GABA se je v 
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Slika 16: Vsebnost GABA v kislem testu (moka 2) po 24- in 48-urni fermentaciji v primeru spontane 
fermentacije (s1, s2, s3, s4 in s5) ali dodane komercialne starterske kulture (k3, k4 in k5). 
Prikazani sta povprečna vrednost za poskuse s spontano fermentacijo ± SD (S-povp) in povprečna 
vrednost za poskuse s startersko kulturo ± SD (K-povp). Rezultati so podani na suho snov. 
Pri moki 2 (Slika 16) smo obratno kot pri moki 1 določili večje vsebnosti v KT 
pripravljenih z dodatkom starterske kulture. Tako kot pri moki 1 so določene vsebnosti 
večje po 48 urah kot po 24 urah. Relativno povečanje vsebnosti GABA v primeru 
starterske kulture (48 ur glede na 24 ur) je večje pri moki 2 kot pri moki 1. Pri spontani 
fermentaciji moke 2 pa so vsebnosti tako po 24- kot po 48-urni fermentaciji za štirikrat 
nižje kot v KT pripravljenih iz moke 1. Pri moki 2 izstopa tudi velika razlika med 24- in 
48-urno fermentacijo z dodano startersko kulturo.  
 
 
Slika 17: Vsebnost GABA v kislem testu (moka 3) po 24- in 48-urni fermentaciji v primeru spontane 
fermentacije (s1, s2, s3, s4 in s5) ali dodane komercialne starterske kulture (k3, k4 in k5). 
Prikazani sta povprečna vrednost za poskuse s spontano fermentacijo ± SD (S-povp) in povprečna 























































GABA 24h GABA 48h GABA 24h GABA 48h
Lokar P. Vpliv spontane fermentacije ajdove moke na vsebnost biogenih aminov in antioksidantov v kislem testu. 41 
     Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2021  
Tako po spontani fermentaciji kot po dodatku starterske kulture smo v fermentirani moki 3 
določili največje vsebnosti GABA tako po 24-urni kot po 48-urni fermentaciji (Slika 17) v 
primerjavi z ostalima mokama. Dodatek starterske kulture je rezultiral v povečani 
vsebnosti GABA. Po 48-urni fermentaciji z dodatkom kulture smo določili 351,4 mg/100 
g, kar predstavlja kar 5x večjo vsebnost od kateregakoli BA v KT. Na slikah 15, 16 in 17 
so prikazane vsebnosti GABA za posamezne fermentacije, medtem ko so numerični 
podatki v prilogah A, B in C. V okviru magistrske naloge smo ugotovili, da vsebnost 
GABA narašča s časom, kar se sklada z ugotovitvami Liao in sod. (2013) pri fermentaciji 
fižolove moke, kjer so po 12 urni fermentaciji določili manj GABA (40 mg/100 mL), kot 
pri 24-urni fermentaciji (69 mg/100 mL). Dodatek starterske kulture ni vplival na vsebnost 
biogenih aminov povsod enako. Fermentacija s startersko kulturo je rezultirala v povečani 
vsebnosti PUT v vseh mokah po 48-urni fermentaciji. S tem smo prvo hipotezo zavrnili, 
kjer smo predvidevali, da bomo v spontano fermentiranih kislih testih iz ajdove moke 
določili večje vsebnosti biogenih aminov in GABA kot ob dodatku starterske kulture. 
 
GABA se ne sintetizira samo z dekarboksilacijo L-glutamata ampak tudi z oksidacijo PUT. 
Pri nastanku GABA iz PUT so potrdili tudi kopičenje stranskih produktov kot je N-acetil-
putrescin. GABA naj bi se iz PUT sintetizirala predvsem v eksponentni fazi rasti, medtem 
ko naj bi sinteza v stacionarni fazi potekala z dekarboksilacijo glutamata z encimom GAD 
(Jorge in sod., 2016). Sinteza iz glutamata, ki vključuje dekarboksilacijo, prispeva k 
zvišanju pH vrednosti. Optimalni pH glutamat dekarboksilaze ni nevtralen, ampak okoli 
pH 4,5 (Jorge in sod., 2016). Aktivnost GAD se poveča z znižanjem pH, s tem pa se je 
povečala koncentracija GABA. Nadaljnje zvišanje pH je vodilo do zmanjšanja aktivnosti 
GAD. GABA velja za začasen vir za shranjevanje dušika, saj se v stresnih pogojih 
proizvaja iz glutamata, ko je zavirana sinteza glutamina, se sinteza beljakovin zmanjša ali 
pa se poveča razgradnja beljakovin. GABA velja za učinkovit vir ogljika in dušika pri rasti 
bakterij in kvasovk (Rashmi in sod., 2018). Torej lahko sklepamo, da je od načina nastanka 
GABA odvisno, ali bo povečana vsebnost GABA vplivala na nižanje ali višanje pH. Pri 
dekarboksilaciji aminokisline glutamat se kislost zmanjšuje (višji pH), saj se iz molekule 
odcepi CO2, in pri nastanku GABA z oksidacijo PUT se kislost poveča (nižji pH), saj se 
amino skupina pretvori v karboksilno skupino. To pomeni, da lahko akumuliranje GABA 
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4.1.2.6 Povprečne vsebnosti biogenih aminov in GABA v ajdovih kislih test pri 
spontani fermentaciji in dodatku starterske kulture 
 
Preglednica 6: Povprečne vsebnosti biogenih aminov in GABA v ajdovih kislih testih pri spontani 
fermentaciji in dodatku starterske kulture. Rezultati so podani v mg BA/100 g suhe snovi.  
MOKA/BA TRP PEA PUT CAD HIS TYR SPD SPM GABA 
MOKA 1          
S, 24H 0,0 0,9 3,1 12,7 7,5 27,5 2,2 1,8 97,5 
S, 48H 0,0 2,1 3,8 15,6 9,1 42,4 2,6 2,1 144,8 
K, 24H 0,0 0,1 61,9 4,0 0,0 21,3 2,2 2,1 67,4 
K, 48H 0,0 0,6 87,4 11,6 0,1 35,7 2,5 2,3 120,1 
MOKA 2          
S, 24H 0,4 0,6 3,4 7,2 0,0 1,4 2,2 2,0 24,2 
S, 48H 0,5 0,8 19,0 9,5 0,9 12,1 2,9 1,9 38,1 
K, 24H 0,0 0,0 1,4 1,2 0,0 0,0 2,0 2,4 43,6 
K, 48H 0,0 0,0 28,1 4,5 0,0 0,0 2,1 2,4 189,6 
MOKA 3          
S, 24H 0,0 1,2 30,2 56,4 24,4 40,4 3,6 2,3 111,3 
S, 48H 0,0 5,1 61,6 72,6 3,7 65,1 3,7 2,5 243,6 
K, 24H 0,0 0,3 36,1 12,9 0,0 29,3 3,2 2,7 127,7 
K, 48H 0,0 1,1 101,2 18,9 1,7 52,1 3,2 2,6 351,4 
Okrajšave: BA - biogeni amini, h - čas fermentacije v urah, S - spontana fermentacija, K - fermentacija s 
komercialno startersko kulturo, TRP – triptamin, PEA – feniletilamin, PUT – putrescin, CAD – kadaverin, 
HIS – histamin, TYR – tiramin, SPD – spermidin, SPM – spermin, GABA - γ-aminobutanojska kislina 
 
Fermentacija je rezultirala le v manjših spremembah v vsebnosti PEA glede na moko 
(Priloge A-C). V splošnem lahko ugotovimo, da so vsebnosti po 48 urah večje kot po 24 
urah ter da dodatek starterske kulture v vsaki od treh mok rezultira v manjši vsebnosti PEA 
v primerjavi s spontano fermentacijo. Biogeni amin TRP smo določili le pri spontani 
fermentaciji moke 2, pa še to so bile vsebnosti precej nižje ko pri ostalih BA (Preglednica 
6, Priloge A-C). Vsebnost poliaminov SPD in SPM, ki se ne tvorita z dekarboksilacijo AK, 
se je le malo spreminjala med fermentacijo, kar lahko pripišemo tudi odsotnosti encimov 
poliamin oksidaz, ki bi lahko oksidirale SPM in SPD v ustrezne aldehide (Muñoz-Esparza 
in sod., 2019).  
 
V okviru predhodnih preliminarnih raziskav (Rešek, 2019) so je ugotovilo, da se po pet 
dnevni spontani fermentaciji ajdove moke tvori veliko PUT (72,2 mg/100 g), CAD (48,3 
mg/100 g) in TYR (66,1 mg/100 g), kar se sklada z ugotovitvami v okviru raziskav, ki smo 
jih opravili. Nedvomno na fermentacijo vpliva sestava substrata (moka) in začetna 
kontaminacija substrata s številnimi MO, kakor tudi dodatek starterske kulture. Na podlagi 
teh ugotovitev smo potrdili drugo postavljeno hipotezo, kjer smo predvidevali, da bo izvor 
moke (proizvajalec) vplival na potek fermentacije in tvorbo biogenih aminov v kislih testih 
iz ajdove moke. Hammes in sod. (2005) navajajo, da parametri fermentacije in vrsta 
substrata vplivajo na to, kateri MO bodo prevladovali v KT. V kolikšni meri moka in 
avtohtoni MO vodijo k selekciji prevladujoče vrste, pa je še vedno predmet razprave (De 
Vuyst in sod., 2009).  
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4.2 pH VREDNOSTI AJDOVIH MOK IN KISLIH TEST  
Vrednost pH kislih test smo preverjali z namenom, da bi ugotovili, ali je mlečnokislinska 
fermentacija potekla uspešno in ali se pH kislih test pripravljenih s spontano fermentacijo 
razlikuje od pH v primeru fermentacije s startersko kulturo. Vrednost pH smo izmerili 
suspenzijam moke ter KT po 24-ih in 48-ih urah fermentacije. Iz rezultatov v preglednici 7 
je razvidno, da so začetne vrednosti pH mok različnih proizvajalcev le malo razlikovale 
(6,3-6,4). Pri vseh kislih testih se je vrednost pH znižala, kar pomeni, da je 
mlečnokislinska fermentacija potekala. Pri moki 1 smo določili največje znižanje pH pri 
spontani fermentaciji, ko se je pH znižal pod 4 (3,8-3,9) že po 24 urah. Po nadaljnjih 24 
urah smo ugotovili le manjše zmanjšanje oz. se pH ni spremenil (pH=3,8). Dodatek 
starterske kulture je rezultiral v višjem pH tako po 24 (4,6-4,8) kot po 48 urah (4,4-4,5). 
Višji pH bi lahko pripisali močno povečani vsebnosti PUT v primeru fermentacije s 
startersko kulturo, ali pa rasti kvasovk, ki smo jih vnesli s startersko kulturo. Znižanje 
vrednosti pH je bilo pri mokah 2 in 3 po spontani fermentaciji manj izrazito kot pri moki 1. 
Po 24 urah pri nobeni od spontanih fermentacij moke 2 (5,2-5,9) in moke 3 (5,1-5,4) pH ni 
bil nižji od 5. Tudi pH po 48-urni fermentaciji je bila vrednost pH za najmanj eno enoto 
višja kor pri spontani fermentaciji moke 1. Dodatke starterske kulture ni rezultiral v 
povišani vrednosti pH kot smo ugotovili za moko 1. Razlike v pH lahko pripišemo slabši 
rasti bakterij, kakor tudi razlikam v puferski kapaciteti nastalih kislin in BA. Na vrednost 
pH in pufersko kapaciteto lahko vpliva tudi proteolitična razgradnje beljakovin v KT 
sorazmerno s potekom mlečnokislinske fermentacije (Koehler in Wieser, 2013; Šifrar, 
2017). 
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Preglednica 7: pH vrednosti ajdovih mok in kislih test  
Moka pH moke 1. poskus KT 2. poskus KT 3. poskus KT 4. poskus KT 
MOKA 1 6,3  
ajda 24 h, S  3,9 3,9 3,8 3,8 
ajda 48 h, S  3,8 3,8 3,8 3,8 
ajda 24 h, K  / / 4,6 4,9 
ajda 48 h, K  / / 4,4 4,5 
MOKA 2 6,4  
ajda 24 h, S  5,9 5,8 5,8 5,2 
ajda 48 h, S  4,8 5,2 5,9 5,3 
ajda 24 h, K  / / 5,4 5,4 
ajda 48 h, K  / / 5,1 3,7 
MOKA 3 6,4  
ajda 24 h, S  5,4 5,2 5,1 5,2 
ajda 48 h, S  4,9 4,6 4,7 4,9 
ajda 24 h, K  / / 5,6 5,7 
ajda 48 h, K  / / 4,4 4,6 
Okrajšave: BA - biogeni amini, h - čas fermentacije v urah, S - spontana fermentacija, K - fermentacija z 
dodano komercialno dostopno startersko kulturo, KT – kislo testo 
 
Sprememba pH vrednosti zaradi MKB vpliva na delovanje encimov v KT. Hiter padec pH 
povzroči aktiviranje proteolitičnih encimov MKB (Thiele in sod., 2002). Proteoliza med 
fermentacijo spodbuja rast mikrobov, medtem ko sproščene AK neposredno ali posredno 
vplivajo na senzoriko (Clarke in Farrell, 2000). Zaradi kopičenja organskih kislin (mlečne 
in ocetne kisline) kot produktov bakterijskega metabolizma med mlečnokislinsko 
fermentacijo pride do nižanja pH. V študiji Selimović in sod. (2017) je pH vrednost KT iz 
ajdove moke po 12 urah padla do 5,1 pri fermentaciji z Lb. plantarum in do 4,9 pri 
fermentaciji z Lb. brevis. Po 24 urah fermentacije je bila približno 3,9. Pri vzorcu KT z 
dodanimi kulturami Lb. brevis se je v višjih koncentracijah tvorila mlečna in ocetna 
kislina, kar nakazuje na nižji pH pri fermentaciji testa z dodatkom Lb. brevis kot Lb. 
plantarum. Nižji pH je lahko posledica kopičenja skupnih organskih kislin v višjih 
koncentracijah. Poleg tega so naredili primerjavo testa s krekerji. Kontrolni pšenični 
krekerji (pH=6,4) in krekerji z ajdovim KT (Lb. plantarum; pH=5,8); (Lb. brevis; pH=5,7) 
imajo nižjo vrednost pH.  
4.3 PROTEOLITIČNA AKTIVNOST V KISLIH TESTIH 
Fermentacija KT je povezana s hidrolizo beljakovin (Gobbetti, 1998). Proteolitična 
aktivnost med fermentacijo KT rezultira v povišani vsebnosti AK in peptidov. Encimi so 
prisotni v moki, sintetizirajo pa ji tudi MO v KT. V okviru magistrske naloge smo 
nameravali analizirati koncentracijo aminoskupin, ki nastane med hidrolizo z reagentom 
TNBS. Pri sami analitiki smo imeli metodološke probleme (star reagent), zato rezultatov 
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analiz nismo vključili v magistrsko nalogo. V pričujoče poglavje smo tako vključili 
pregled rezultatov, ki so jih v povezavi z omenjeno problematiko pridobili drugi avtorji. 
 
Študije kažejo, da so MKB v KT pomembne za proteolitično aktivnost med fermentacijo 
KT. Proteolitična aktivnost je odvisna od vrste bakterij. Pri poskusih z različnimi vrstami 
in sevi MKB so pokazali, da le tretjina proteolitične aktivnosti v kislem testu temelji na 
proteazah iz moke. Na proteolizo med fermentacijo KT vplivata tudi temperatura in 
prisotnost kvasovk. Oba dejavnika vplivata na spremembo pH in posledično na stopnjo 
kislosti v KT (Gobbetti, 1998). V nekaterih študijah so ugotovili, da je profil prostih 
aminokislin, ki nastane pri fermentaciji z MKB drugačen kot pri kvasovkah. S. cerevisiae v 
glavnem sprošča prolin, valin, izolevcin, glicin in alanin in peptide (tudi velika vsebnost 
GABA) (Collar, 1996), medtem ko MKB v glavnem sproščajo glicin in alanin (Gobbetti, 
1998). Vsebnost aminokislin v KT je odvisna od pH vrednosti, časa fermentacije, 
proteolitičnega delovanje encimov mikrobne združbe in/ali moke in pretvorbe sproščenih 
aminokislin z MKB in/ali kvasovkami (Zotta in sod., 2006). 
 
V semenih ajde so identificirali različne proteaze, ki bi lahko vplivale na potek hidrolize 
pri pripravi KT (Timotijević in sod., 2003). Na aktivnost endogenih encimov vpliva pH 
vrednost in prisotnost kovinskih ionov (predvsem pri metaloproteazah), posledično se 
lahko med fermentacijo aktivnost endogenih encimov zmanjša ali poveča (Thiele in sod. 
2002). Proteaze v ajdi lahko znatno prispevajo k hidrolizi (Gänzle in sod., 2008) tudi, 
zaradi znižanja pH, kjer so določene endogene proteaze bolj aktivne. To je najverjetneje 
tudi razlog, da so pri fermentacijah z nižjim pH-jem ugotovili večjo stopnjo proteolize 
(Capuani in sod., 2013). Seveda pa znižan pH lahko odraža tudi večjo metabolno aktivnost 
MKB, ki bi posledično tudi lahko prispevale k hidrolizi. 
4.4 VSEBNOST ANTIOKSIDANTOV V AJDOVIH MOKAH IN KISLIH TESTIH 
Ajda je bogata z antioksidanti, kot so rutin in kvercetin. Vsebuje pa tudi druge 
antioksidante med drugim tokoferole, antocianine in fenolne kisline. Ajdovo zrno ima 
večjo vsebnost fenolnih spojin in večjo antioksidativno aktivnost v primerjavi z drugimi 
žitnimi zrni (Sedej in sod., 2012). Alvarez-Jubete in sod. (2010) so ugotovili, da ima kruh 
pripravljen iz ajdove moke večjo vsebnost oleinske kisline, magnezija in prehranskih 
vlaknin v primerjavi s pšeničnim kruhom. Če ajdovo moko dodamo pšenični moki, se 
izboljšajo antioksidativne in funkcionalne lastnosti kruha (Lin in sod., 2009). 
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Slika 18: Vsebnost antioksidantov moke 1 in kislih test po 24- in 48-urni fermentaciji v primeru spontane 
fermentacije (s3, s4 in s5) ali dodane komercialne starterske kulture (k3, k4 in k5). Prikazani sta 
povprečna vrednost za poskuse s spontano fermentacijo ± SD (S-povp) in povprečna vrednost za 
poskuse s startersko kulturo ± SD (K-povp). Rezultati so podani na suho snov. 
 
Slika 19: Vsebnost antioksidantov moke 2 in kislih test. po 24- in 48-urni fermentaciji v primeru spontane 
fermentacije (s3, s4 in s5) ali dodane komercialne starterske kulture (k3, k4 in k5). Prikazani sta 
povprečna vrednost za poskuse s spontano fermentacijo ± SD (S-povp) in povprečna vrednost za 
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Slika 20: Vsebnost antioksidantov moke 3 in kislih test. po 24- in 48-urni fermentaciji v primeru spontane 
fermentacije (s3, s4 in s5) ali dodane komercialne starterske kulture (k3, k4 in k5). Prikazani sta 
povprečna vrednost za poskuse s spontano fermentacijo ± SD (S-povp) in povprečna vrednost za 
poskuse s startersko kulturo ± SD (K-povp). Rezultati so podani na suho snov. 
V magistrski nalogi smo določili vsebnost antioksidantov z metodo FC (slike 18, 19, 20). 
Vsebnost antioksidantov smo izrazili kot ekvivalente troloksa (µmol/g s.s.). V splošnem 
lahko ugotovimo, da se vsebnost ekstraktabilnih antioksidantov s fermentacijo poveča. V 
neferementiranih mokah smo določili naslednje vsebnosti antioksidantov izražene v µmol 
troloks/g s.s: 49,1 (moka 1), 51,8 (moka 2) in 56,3 (moka 3). Pri fermentaciji moke 1 smo 
največje povečanje določili po 48 urah spontane fermentacije (+82 %), najmanjše 
povečanje pa po 48 urah fermentacije z dodatkom starterske kulture (+55 %). Pri moki 2 
smo največje povečanje določili po 48 urah fermentacije z dodatkom starterske kulture 
(+64 %), najmanjše pa po 24 urah z dodatkom starterske kulture (+42 %). Relativno 
povečanje (+77 %) in absolutno največjo vsebnost antioksidantov (99,6 µmol troloks/g) 
smo določili pri moki 3 po 48 urah fermentacije z dodatkom starterske kulture, najmanjše 
povečanje pri moki 3 (+45 %) pa smo določili za spontano fermentacijo po 24 urah. V 
večini analiziranih parov (48 ur/24 ur) smo določili večje vsebnosti po daljših časih 
inkubacije. Zaradi razlik med posameznimi fermentacijam, ki se odražajo v relativno 
velikih standardnih deviacijah, razlike med posameznimi časi fermentacije, kakor tudi med 
spontano fermentacijo in fermentacijo z dodano startersko kulturo, niso statistično 
signifikantne. 
 
Vsekakor pa velja, da je vsebnost antioksidantov večja po fermentaciji v primerjavi z 
mokami. Podatki v študiji Lukšič in sod. (2016) so pokazali podobno in sicer, da se je 
antioksidativni potencial ajdovih mok po 10 urni fermentaciji povečal, vendar za manj kot 
10 %. Slednje lahko pripišemo drugačni metodologiji določanja antioksidantov, kakor tudi 
krajšemu času in nižji temperaturi, pri kateri je potekala fermentacija (sobna temperatura v 
primerjavi s 30 oC v okviru naše študije). Povišani skupni fenoli v ajdovem kislem testu po 
fermentaciji so skladni tudi z ugotovitvami, ki so jih poročali drugi raziskovalci (Ðorđević 
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fermentaciji s kulturo Lb. rhamnosus. Na razlike v določitvi vsebnosti antioksidantov 
lahko vpliva tudi izbor topila, saj so avtorji uporabili 70 % raztopino etanola, v okviru 
magistrske naloge pa smo antioksidante ekstrahirali z 80 % raztopino acetona. Z izbiro 
starterskih kultur in fermentacijskih pogojev (temperatura in čas) se lahko spremeni 
sestava in količina nekaterih bioaktivnih spojin, kar vpliva na antioksidativno aktivnost 
(Đorđević in sod., 2010). Selimović in sod. (2017) so pokazali, da lahko fermentiranje 
ajdovega KT z dodatkom MKB, Lb. plantarum ali Lb. brevis, pozitivno vpliva na 
povišanje vsebnosti fenolnih spojin. Povečanje antioksidativne aktivnosti je lahko 
posledica sproščanja fenolnih kislin iz celičnih sten ali hidrolize glikozidne vezi v rutinu 
pri čemer nastane kvercetin (Jiang in sod., 2007), ki ima večje število fenolnih skupin. 
4.5 IZOLACIJA, MAKROMORFOLOŠKI IN MIKROMORFOLOŠKI PREGLED 
MLEČNOKISLINSKIH BAKTERIJ AVTOHTONE MIKROBNE ZDRUŽBE 
KISLEGA TESTA 
Pristopili smo k izolaciji in identifikaciji avtohtone mikrobne združbe KT. Po precepljanju 
do posameznih kolonij MKB v KT smo naredili kvalitativni test, ki se imenuje katalazni 
test. Poleg tega smo izvedli barvanje po Gramu.  
 
KT je fermentirana mešanica moke in vode MKB in kvasovkami, ki izvirajo iz moke ali 
dodanih starterskih kultur. Spontana priprava KT je najstarejše vzhajalno sredstvo za kruh. 
Fermentacija testa poteka z endogenimi MO. Sekundarni metaboliti, ki jih tvorijo 
kvasovke in MKB, dajo testu značilen kisel okus in aromo. Komercialno dostopne 
starterske kulture se prav tako lahko dodajajo mešanici vode in moke za pripravo KT. Med 
fermentacijo KT se spremeni kemijska sestava, sestava mikrobne združbe, viskoznost in 
volumen. Zaradi uporabe KT se spremenijo tehnološke lastnosti testa, struktura, hranilna 
vrednost in aroma končnega izdelka (Selimović in sod., 2017).  
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Slika 21: Dejavniki, ki vplivajo na fermentacijo kislega testa in kakovost kruha (Catzeddu, 2019) 
Kakovost kruha s KT je določena s številnimi dejavniki, ki vplivajo na fermentacijo KT 
(Slika 21). Na postopek kot je fermentacija vplivajo številni endogeni in eksogeni 
dejavniki, ki uravnavajo sestavo mikrobne združbe (npr. mikrobne vrste in razmerje 
MKB:kvasovke), s tem pa tudi vrste metabolitov, ki nastajajo v KT. Če se tehnološki 
dejavniki priprave KT kot so delež vode in moke, čas fermentacije in / ali temperatura, 
temperatura skladiščenja ali število korakov ponovnega dodajanja KT spremenijo, potem 
lahko pride tudi do spremembe ravnovesja MKB in kvasovk. Na primer povišanje 
temperature fermentacije in količine vode v formulaciji testa lahko ugodno vpliva na rast 
MKB nad kvasovkami, medtem ko oksigenacija KT spodbuja rast celic kvasovk nad MKB. 
Za ohranjanje stabilnega razmerja MKB:kvasovke so bistvenega pomena konstantni 
tehnološki parametri. Drug dejavnik, ki lahko vpliva na mikrobno sestavo KT, so MO, ki 
so prisotni v okolju in opremi. Surovine kot so moka in druga hranila so nesterilni in so vir 
MO, ki lahko spremenijo mikrobno sestavo KT (Catzeddu, 2019). 
 
Na industrijskem nivoju se KT pripravlja z uporabo komercialnih pripravkov starterskih 
kultur. Rezultati študije avtorjev Moroni in sod. (2010) kažejo, da niso vsi sevi MKB in 
kvasovk v komercialnih starterskih kulturah primerni za fermentacijo ajdove moke. Tudi 
nekatere značilne starterske kulture za pšenično in rženo moko niso primerne za 
brezglutenska KT, ker je njihova rast odvisna od substrata v nekaterih žitih in psevdožitih. 
Od vrste substrata in fermentacijskih parametrov je odvisno kakšna bo sestava mikrobne 
združbe v KT (Hammes in sod., 2005). Uporaba izbranih MKB in kvasovk starterskih 
kultur je predpogoj za zagotavljanje stalne kakovosti kruha iz KT. Izbira starterskih kultur 
mora biti usmerjena na MO, ki niso samo dobro prilagojeni na substrat ampak tudi, da 
preživijo in prevladujejo pri fermentaciji in s tem zavirajo rast MO iz okolja in/ali 
avtohtonih sevov. Ti sevi se izbirajo glede na njihove tehnološke lastnosti, kot je hitrost 
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acidifikacije, proizvodnja eksopolisaharidov, arom in/ali protiglivnih spojin (Holzapfel, 
2002; Moroni in sod., 2010).  
 
4.5.1 Makromorfološke lastnosti kolonij in mikromorfološke lastnosti 
mlečnokislinskih bakterij  
 
Na gojišču YEPD nismo uspeli izolirati kvasovk. Podobno so odkrili Vogelmann in sod. 
(2009), in sicer da v ajdovem KT kvasovke niso bile prisotne oziroma vodilne skozi 
fermentacijski proces, kar se sklada z našimi ugotovitvami. Zaviralna aktivnost ajde je 
lahko zaradi vsebnosti flavonoidov zlasti rutina in taninov, katera sta oba povezana s 
protimikrobnimi aktivnostmi (Moroni in sod., 2010). 
 
Z gojišča MRS smo odvzeli kolonije (vzorec 1 in 2) in pregledali njihovo morfologijo 
(Slika 22). Izbrane kolonije so imele sledeče lastnosti: 
- vzorec 1: okrogle, bele barve, z gladkim robom in s sijajem površine, velikosti 1-3 
mm 
- vzorec 2: okrogle, bele do prozorne barve, z gladkim robom, velikosti 1 mm 
 
 
Slika 22: Kolonije MKB na trdnem gojišču MRS vzorca 1 in 2 
Po postopku barvanja po Gramu smo preparate mikroskopirali s svetlobnim mikroskopom 
pri 1000-kratni povečavi po predhodnem nanosu imerzijskega olja. 
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Slika 23: Kultura iz kolonije vzorca 1, po postopku barvanja po Gramu 
Bakterijske celice iz kolonije vzorca 1 so bile po Gramu pozitivne (vijolično obarvane) in 
okrogle - koki (Slika 23) 
 
 
Slika 24: Kultura iz kolonije vzorca 2, po postopku barvanja po Gramu 
Enako so se obarvale tudi MKB iz vzorca 2, vendar so bile drugače oblike - palčke (Slika 
24).  
 
Preglednica 8: Karakteristike izoliranih sevov mlečnokislinskih bakterij 
Vrsta moke Avtohtoni sev MKB Katalazni test Barvanje po Gramu 
moka 1 vzorec 1 negativen vijolične (G+) 
moka 3 vzorec 2 negativen vijolične (G+) 
 
Pri obeh kulturah (vzorec 1 in 2) smo določili negativno reakcijo pri katalaznem testu saj 
pri nobenem primeru ni prišlo do vidnega poteka reakcije. MKB so grampozitivne, 
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katalaza negativne, nesporogene, ki proizvajajo mlečno kislino kot glavni produkt med 
fermentacijo ogljikovih hidratov (Salovaara in Gänzle, 2012).. Raziskave so pokazale, da 
so bili MKB vrst Lb. plantarum, Lb. fermentum, Lb. gallinarum, Lb. paralimentarius, Lb. 
graminis, Lb. brevis, Lb. sakei in P. pentosaceus izolirane iz več brezglutenskih KT (riž, 
oves, ajda, etiopsko proso, amarant, koruza, proso in kvinoja) (Vogelmann in sod., 2009). 
 
4.5.2 Priprava kislega testa ajdove moke z uporabo mlečnokislinskih bakterij, 
izoliranih iz kislega testa čičerikine moke 
 
Vzporedno z izvedbo magistrske naloge `Vpliv spontane fermentacije ajdove moke na 
vsebnost BA in antioksidantov v kislem testu´ je potekala tudi naloga `Vpliv spontane 
fermentacije čičerikine moke na vsebnost BA in antioksidantov v kislem testu´. V okviru 
obeh nalog se je pristopilo k izolaciji MO avtohtone mikrobne združbe. Želeli smo 
preveriti vpliv enega od izoliranih MO na pretvorbe BA pri fermentaciji obeh mok. Za ta 
namen smo izbrali izoliran sev iz čičerikine moke. Kot substrat smo uporabili moko 3, saj 
je v primeru spontane fermentacije v tej moki nastalo največ BA. V literaturi so opisani 
številni primeri, kjer izbira avtohtonih starterskih kultur MKB omogoča izboljšanje 
tehnoloških, prehranskih in senzoričnih lastnosti pekovskih izdelkov. Avtohtoni sevi MKB, 
prilagojeni matriksu na splošno kažejo boljše fermentacijske lastnosti kot sevi, izolirani iz 
drugih okolij. Dejansko sta mikrobna prilagodljivost in delovanje povezana z obilico 
različnih virov ogljika in koncentracijo fenolnih spojin (Coda in sod., 2014). 
 
Spontana fermentacija je nepredvidljiva in nenadzorovana. Čiste kulture, izolirane iz 
mešane populacije tradicionalnih fermentiranih živil kažejo raznolikost metabolnih 
aktivnosti, ki se razlikujejo tudi med sevi. Sem spadajo razlike v hitrosti rasti, prilagajanju 
določenemu substratu, zmožnosti razgradnje antinutritivnih faktorjev, protimikrobnih 
lastnosti, senzoriki in kakovosti ter konkurenčnosti v mešanih kulturah. Kulture z enim 
sevom ponujajo prednost izboljšanja nadzora nad postopkom in zmožnost predvidevanja 
metabolne aktivnosti. Vendar pa je takšne sistem bolj izpostavljen bakteriofagnim 
okužbam, spontanim mutacijam kar vodi do izgube ključnih fizioloških lastnosti in 
posledično lahko negativno vpliva na proces fermentacije (Holzapfel, 2002). Študije o KT 
so tudi koristne za razumevanje interakcij med MKB in kvasovkam v živilih kot so kefir, 
sir, vino, jabolčno vino in klobase. Nekatere raziskave kažejo, da MKB proizvajajo mlečno 
in ocetno kislino počasneje v prisotnosti kvasovk kot v čisti kulturi (Collar, 1996). 
Starterske kulture prispevajo k večji metabolni aktivnosti; (ii) izboljšani in predvidljivejši 
fermentaciji; (iii) zaželenih senzoričnih lastnostih; (iv) večji varnost in manjšemu 
higienskemu in toksikološkemu tveganju (Holzapfel, 2002). 
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Slika 25: Vsebnost biogenih aminov pri spontani fermentaciji in fermentaciji z dodatkom izolirane kulture po 
24 urah 
Dodatek izolirane čiste starterske kulture izolirane iz čičerikine moke je rezultiral v 
boljšem profilu BA v primerjavi s spontano fermentacijo (Slika 25). Vsebnost prehransko 
manj zaželjenih BA PUT, CAD in TYR se je zmanjšala. Vsebnost PUT je bila manjša za 
90 %, CAD za 83 % in TYR za 69 %. Zmanjšala se je vsebnost prehransko zaželjene 
GABA (za 9 %) in SPD (za 6 %), medtem ko pri SPM ni bilo razlike med obema 
fermentacijama. Suspenziji moke 3 pred fermentacijo smo določili vrednost pH (6,1). 
Tretjo hipotezo, da bomo kulturo, izolirano iz spontano fermentiranih kislih test lahko 
uporabili kot učinkovito startersko kulturo z velikim potencialom za tvorbo GABA in 
biogenih aminov smo le delno potrdili. Dodatek izolirane čiste kulture iz čičerikinega 
kislega testa je izkazal boljši profil BA in zmanjšano vsebnost GABA, vendar se je izkazal 
za učinkovito startersko kulturo prav zaradi zmanjšanja prehransko manj zaželjenih BA. 
Rezultat za vrednost pH po fermentaciji (spontana fermentacija, z izoliranimi kulturami) je 
bil nižji v primerjavi s suspenzijo moke 3 pred fermentacijo, pri čemer je potekla 
mlečnokislinska fermentacija. Po spontani fermentaciji je pH rezultiral v nižjem pH-ju 
(4,1) kot po dodatku izolirane kulture (4,5). 
4.6 PRIPRAVA KRUHA S KISLIM TESTOM  
Ajda je psevdožito, ki ne vsebuje glutena, zato je primerna sestavina za pripravo 
brezglutenskega kruha (Moroni in sod., 2012), poleg tega pa tudi vsebuje beljakovine z 
visoko prehransko vrednostjo (Wijngaard in Arendt, 2006). Poleg podaljšanega roka 
trajanja in povečane vsebnosti polifenolov ajdovo KT v pšeničnem kruhu izboljša volumen 
kruha. Ajda predstavlja naravno in dostopno sestavino za izboljšanje splošne kakovosti 
pšeničnega kruha (Moroni in sod., 2012). 
 
MKB in kvasovke so del mikrobne združbe, ki prevladujejo pri KT, njihova biološka 




















spontana fermentacija fermentacija z izolirano kulturo
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senzorične lastnosti končnih pekovskih izdelkov iz KT. Na primer katabolične reakcije, kot 
so deaminacija, dekarboksilacija, transaminacija in modifikacija stranskih verig AK lahko 
povzroči nastanek keto kislin, amonijaka, BA, aldehidov, organskih kislin in alkoholov, ki 
so bistvenega pomena za senzorične lastnosti in prehransko kakovost pekovskih izdelkov. 
Dekarboksilacija AK pa neizogibno vodi tudi do večjega kopičenja BA. Kakovost kruha 
KT je določena s številnimi dejavniki, ki vplivajo na fermentacijo KT. Številni endogeni in 
eksogeni elementi vplivajo na število MO (MKB in kvasovk), prisotnost ene ali druge 
mikrobne vrste med postopkom fermentacije in ravnovesje med sevi, ki se nahajajo v KT 
(Catzeddu, 2019). Acidifikacija je odvisna od učinka metabolizma MKB v testu. pH 
kislega testa se giblje med 3,8-4,5 in je odvisen od endogenih faktorjev (mikrobne sestave 
in narave moke) ter eksogenih dejavnikov (temperatura, čas fermentacije in prirast mase). 
Znižanje pH-ja testa za kruh vpliva na delovanje mikrobnih in žitnih encimov, na reološke 
lastnosti testa in na senzoriko kruha. Protimikrobno delovanje je pripisano organskim 
kislinam, zlasti mlečni in ocetni kislini; vendar med fermentacijo nastajajo tudi nekatere 
druge nizko molekularne spojine (Catzeddu, 2019). Pri presnovi MKB izboljšajo 
biorazpoložljivost in biološka uporabnost nekaterih spojin in ionov, kar ugodno vpliva na 
zdravje (McKeown in sod., 2013). 
 
4.6.1 Vsebnost biogenih aminov in gama-aminobutanojske kisline v testu in kruhu 
 
KT, ki smo ga pripravili s spontano fermentacijo moke 3, smo uporabili za pripravo kruha 
kot je opisano v Preglednici 5. Pripravili smo dve vrsti kruha, saj smo poleg variante z 
dodanim KT pripravili tudi kruh, v katerega smo vključili liofilizat kalčkov grškega sena. 
Predhodne raziskave (Kralj Cigić in sod., 2020) so pokazale, da lahko diamioksidaze, ki so 
prisotne v kalčkih katalizirajo razgradnjo PUT, CAD in TYR pri pH vrednostih, ki so večje 
od 6. Ker smo želeli preveriti, ali so diamin oksidaze učinkovite tudi pri razgradnji BA v 
testu, smo testo pred peko nevtralizirali z dodatkom NaHCO3 kot je opisano v preglednici 
5. Rezultati smo potrdili (Preglednica 9), da smo uspeli zagotoviti pH, kjer so diamin 
oksidaze aktivne.  
 
Preglednica 9: pH vrednosti ajdovega kislega testa in testa pred peko kruha 
 Ajdovo KT Testo pred peko Ajdovo KT z dodatkom 
liofilizata kalčkov 
Testo pred peko z 
dodatkom liofilizata 
kalčkov 
pH 4,7 5,9 4,7 5,9 
 
Moroni in sod. (2012) so dokazali, da dodatek ajdovega KT pšenični moki rezultira v nižji 
pH vrednosti. Pšenično testo po zamesu je imelo vrednost pH 5,5 (pečen kruh 5,8) in 
ajdovo KT pH 4,7 (pečen kruh iz KT 4,8). 
Lokar P. Vpliv spontane fermentacije ajdove moke na vsebnost biogenih aminov in antioksidantov v kislem testu. 55 
     Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2021  
 
Slika 26: Primerjava kruhov pripravljenih z ajdovim kislim testom (levo) in kruh z dodanim liofilizatom 
kalčkov (desno)  
 
Slika 27: Primerjava kruhov pripravljenih z ajdovim kislim testom (levo) - prerez in kruh z dodanim 
liofilizatom kalčkov (desno) - prerez 
 
Na sliki 26 sta prikazana kruha pripravljena z ajdovim KT (levo) in kruh z ajdovim KT z 
dodatkom liofilizata kalčkov grškega sena (desno). Iz prereza obeh kruhov (Slika 27) je 
razvidno, da je kruh z dodanim liofilizatom manj vzhajal (enaka količina zamesa). Manjši 
volumen kruha bi bil lahko povezan s tvorbo H2O2, ki se sprošča pri encimsko katalizirani 
oksidaciji poliaminov z DAO, kar bi lahko prispevalo k čvrstejši povezavi zaradi nastanka 
disulfidnih vezi med beljakovinami. Kruh z dodanim liofilizatom kalčkov je tudi temnejši, 
kar bi prav tako lahko povezali z reakcijami oksidacije. 
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Slika 28: Vsebnost biogenih aminov in GABA v testu pred peko in v kruhu (skorja in sredica) 
Na sliki 28 je prikazan vpliv termične obdelave (peka kruha) na vsebnost BA in GABA. 
Vsebnost vseh BA v testu je bila večja kot v kruhu. Zmanjšanje je precej bolj izrazito v 
skorji, kar bi lahko pripisali hlapnosti BA kakor tudi kemijski reaktivnosti (Maillardova 
reakcija). Vsebnost PUT se je zmanjšala za 10 % (sredica) in 73 % (skorja), CAD za 12 % 
(sredica) in 67 % (skorja), TYR za 11 % (sredica) in 53 % (skorja). Relativno zmanjšanje 
vsebnosti prehransko zaželenih SPM in SPD je bilo še bolj izrazito, saj smo že v sredici 
določili za 25 % manj SPD in 48 % manj SPM. Pri GABA je bilo zmanjšanje manj 
izrazito, saj v sredici nismo določili manjše vsebnosti, medtem, ko se je v skorji le ta 
zmanjšala za 41 %. Na podlagi velikega števila opravljenih analiz atioksidativnega 
potenciala kruha nismo določali. S tem smo četrto hipotezo le delno potrdili, saj smo v 
kruhu po termični obdelavi določili manjše vsebnosti BA kot v testu pred peko. 
 
 
Slika 29: Vsebnost biogenih aminov in GABA v testu z dodanim liofilizatom kalčkov pred peko in v kruhu 
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Kot je razvidno iz slike 29 je dodatek kalčkov vplival na manjšo vsebnost CAD tako v 
testu kot v sredici kruha. Vsebnost v testu je bila manjša 21 %, v sredici kruha pa za 10 %. 
Tako vsebnost PUT kot TYR je bila večja v kruhu z dodanimi kalčki, kar bi lahko pripisali 
vnosu teh BA s samimi kalčki. Z DAO torej nismo uspeli zmanjšati vsebnost BA kot je 
bilo ugotovljeno za modelne sisteme (Kralj Cigić in sod., 2020). Dodatek kalčkov pa ni 
vplival na zmanjšano vsebnost v skorji pečenega kruha, saj je bilo zmanjšanje primerljivo 
tistemu brez dodanih liofiliziranih kalčkov. Tudi predhodni rezultati potrjujejo, da so BA 
relativno stabilni pri termični obdelavi (pasterizacija, kuhanje,...) kar pomeni, če so prisotni 
v surovini oziroma polizdelku bodo še vedno prisotni v končnem izdelku (Ruiz-Capillas in 
Herrero, 2019). Z namenom proizvodnje funkcionalnega kruha iz pšenične moke 
obogatenega z GABA so Coda in sod. (2010) fermentirali mešanico psevdožit (kvinojine 
in ajdove moke) in čičerikine moke z uporabo dveh izbranih MKB. Na ta način 
pripravljeno KT je bilo dodano pšenični moki za pripravo kruha. Kruh je vseboval okoli 
500 mg GABA/kg. 
 
Encim DAO je zelo razširjen v stročnicah. Ta encim katalizira oksidativno razgradnjo 
nekaterih diaminov in poliaminov. Substratna specifičnost DAO iz grškega sena (Kralj 
Cigić in sod., 2020) in fižola mungo (Karim in sod., 2015) se razlikuje. DAO je tudi eden 
ključnih encimov, ki se izraža v celicah črevesne sluznice in je pomemben za razgradnjo 
HIS in nekaterih ostalih BA (Maintz in sod., 2011). Encime, ki katalizirajo oksidacijo BA, 
se lahko uporablja tudi kot prehranska dopolnila. Vključitev DAO živalskega izvora v 
kapsule se je izkazala kot učinkovita metoda za zmanjševanje vsebnosti BA v prebavnem 
traktu (Izquierdo-Casas in sod., 2018). Ti rezultati kažejo, da bi lahko bile nekatere užitne 
stročnice primerne za prehranske dodatke DAO za zdravljenje histaminske intolerance 
(Comas-Baste in sod., 2020). V okviru naših raziskav smo potrdili, da se lahko vsebnost 
nekaterih poliaminov (npr. CAD) zmanjša že v samem živilu, kateremu so dodani kalčki. 
Za optimizacijo učinka bi morali najverjetneje povečati pH, saj je oksidacija v kruhu 
(pH 6) potekala pri spodnji meji encimske aktivnosti za DAO iz grškega sena (Kralj Cigić 
in sod., 2020). 
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- Na podlagi rezultatov, ki smo jih pridobili, lahko sklepamo, da se analizirane ajdove 
moke razlikujejo v poteku fermentacije in tvorbi biogenih aminov.  
- Dodatek starterske kulture nima enoznačnega vpliva na potek fermentacije, čeprav v 
splošnem velja, da je vsebnost prehransko nezaželenih biogenih aminov manjša v 
primerjavi s spontano fermentacijo. Sestava substrata (moka) in začetna kontaminacija 
substrata z mikroorganizmi imata posledično velik vpliv na potek fermentacije tudi v 
primeru dodane starterske kulture. 
- Pri primerjavi vsebnosti biogenih aminov in GABA po 24- in 48-urni fermentaciji smo 
pokazali, da je v veliki večini primerov vsebnost biogenih aminov in GABA večja po 
48-urni fermentaciji. 
- Med fermentacijo se poveča predvsem vsebnost biogenih aminov, ki nastanejo z 
dekarboksilacijo, medtem ko se vsebnost poliaminov SPD in SPM, ki se ne tvorita z 
dekarboksilacijo aminokislin ne spremeni ali se celo zmanjša. 
- Ugotovili smo, da se vsebnost antioksidantov glede na moko med fermentacijo poveča, 
a razlike med spontano fermentacijo in fermentacijo z dodano startersko kulturo, kakor 
tudi razlike med 24-urno in 48-urno fermentacijo nismo ugotovili. 
- Iz moke številka 1 smo izolirali po Gramu pozitivne koke z negativnim testom na 
katalazo. 
- Iz moke številka 3 smo izolirali po Gramu pozitivne palčke z negativnim testom na 
katalazo. 
- Dodatek izolirane čiste kulture iz čičerikinega  kislega testa je rezultiral v boljšem 
profilu BA (manj putrescina, kadevarina in tiramina) v primerjavi s spontano 
fermentacijo ajdove moke. 
- V pečenem kruhu je manjša vsebnost biogenih aminov v primerjavi s testom. 
Zmanjšanje je precej bolj izrazito v skorji kot v sredici. 
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Ajda je vsestransko uporabna rastlina, ki se uporablja po vsem svetu kot funkcionalno 
živilo z izboljšano prehransko vrednostjo. V zadnjih letih se povečuje zanimanje za 
uporabo ajdove moke za izboljšanje kakovosti kruha s kislim testom. Le ta se uporablja kot 
vzhajalno sredstvo in doprinese k izboljšanju teksture in daljšemu roku uporabnosti kruha. 
Velike količine biogenih aminov se nahajajo prav v fermentiranih živilih z večjo 
vsebnostjo beljakovin. Biogeni amini v živilih lahko v višjih koncentracijah predstavljajo 
potencialno nevarnost za zdravje ljudi zaradi svojih fizioloških in toksikoloških učinkov. 
Glavni namen magistrske naloge je bil določiti vsebnost biogenih aminov med spontano 
fermentacijo in fermentacijo s startersko kulturo pri različnih proizvajalcih ajdovih mok in 
različnih časih fermentacije. Poleg tega nas je zanimalo, kakšen ima vpliv peka kruha z 
ajdovim kislim testom na vsebnost biogenih aminov in GABA.  
 
V prvem delu magistrske naloge smo analizirali vsebnost biogenih aminov z metodo 
opisano v Ben Gigirey in sod., 1998, ki temelji na kromatografski separaciji in 
derivatizaciji. Optimizacija kromatografske separacije in derivatizacije je bila predhodno 
opravljena s strani Rešek (2019). Analizirali smo osem biogenih aminov, in sicer triptamin, 
feniletilamin, putrescin, kadevarin, histamin, tiramin, spermidin in spermin ter vsebnost 
GABA. Analiziranje smo opravili pri treh ajdovih mokah različnih proizvajalcev po 24- in 
48-urni fermentaciji. V splošnem smo dokazali, da se je vsebnost biogenih aminov in 
GABA posameznih mok povečala v odvisnosti od časa fermentacije. Ugotovili smo, da 
dodatek starterske kultur različno vpliva na posamezne moke zaradi heterogenosti mok. V 
kislem testu pripravljenem s spontano fermentacijo smo v primerjavi s startersko kulturo 
določili večje vsebnosti za kadevarin, feniletilamin, histamin in triptamin. Obratno velja za 
putrescin, kjer je dodatek starterske kulture prispeval v povečani vsebnosti v vseh kislih 
testih. Dodatek starterske kulture je rezultiral tudi v nekaj manjši vsebnosti tiramina. 
Predpostavljamo, da dodatek starterskih kultur v te moke le malo vpliva na rast MO, ki 
izražajo tiramin dekarboksilazo. Med fermentacijo se vsebnost spermina in spermidina, ki 
se ne tvorita z dekarboksilacijo aminokislin ni bistveno spreminjala. Predpostavljamo, da 
je razlog za ohranjanje vsebnosti odsotnost encimov poliamin oksidaz, ki bi lahko 
oksidirale spermin in spermidin v ustrezne aldehide. Na splošno se prehransko 
problematični histamin ni tvoril. Določili smo ga pri enem od vzorcev (24,4 mg HIS/100 g 
s.s.). Ugotovili smo, da razlike v sestavi moke kot začetna prisotnost MO ima kljub vsemu 
velik vpliv na potek fermentacije. Vrsta substrata in parametri fermentacije vplivajo na to, 
kateri MO bodo prevladovali v KT. V moki 2 smo določili 50x manjšo vsebnost putrescina 
v primerjavi z moko 1 po 24-urni fermentaciji torej sklepamo, da ima avtohtona mikrobna 
združba moke velik vpliv na potek fermentacije. V magistrski nalogi smo določili vsebnost 
antioksidantov s Folin-Ciocalteu metodo. Določili smo večjo vsebnost antioksidantov po 
fermentaciji v primerjavi z mokami. V primerjalnih časovnih parih (24 ur/48 ur) smo 
določili nekaj večje, vsebnosti po daljšem času fermentacije. V drugem delu magistrske 
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naloge smo izolirali in morfološko pregledali kolonije mlečnokislinskih bakterij prisotnih v 
vzorcih spontane fermentacije ajdovega kislega testa z metodo barvanja po Gramu in 
izvedli katalazni test. Izolirane seve mlečnokislinskih bakterij iz kislega testa čičerikine 
moke po spontani fermentaciji smo uporabili pri mlečnokislinski fermentaciji mešanice 
moke 3. Fermentacija z izolirano čisto startersko kulturo iz čičerikinega kislega testa je 
rezultirala v boljšem profilu biogenih aminov v primerjavi s spontano fermentacijo. 
Izolirana starterska kulturo je imela vpliv na zmanjšanje vsebnosti prehransko manj 
zaželjenih biogenih aminov, kot so putrescin, kadaverin in tiramin. Vsebnost putrescina je 
bila manjša za 90 %, kadaverina za 83 % in tiramina za 69 %. V tretjem delu smo se 
osredotočili na pretvorbe biogenih aminov in GABA med peko kruha z dodanim kislim 
testom. Pripravili smo dve vrsti kruha in sicer kruh z dodanim kislim testom in kruh s 
kislim testom, v katerega smo vključili liofilizat kalčkov grškega sena, kjer je spontana 
fermentacija potekala 24 ur pri 30 ℃. Analizirali smo vsebnost biogenih aminov in GABA 
pred in po termični obdelavi. Po termični obdelavi se je vsebnost biogenih aminov 
zmanjšala v primerjavi s testom pred termično obdelavo. Zmanjšanje vsebnosti GABA je 
bilo izrazito pri skorji, in sicer za 41 %, predvidoma zaradi izhlapevanja in Maillardove 
reakcije. Analizirali smo tudi vpliv dodanega liofilizata kalčkov grškega sena, za katerega 
so predhodno pokazali, da vsebuje diamin oksidaze, na vsebnost biogenih aminov v 
pečenem kruhu. Ugotovili smo, da smo z liofilizatom uspeli zmanjšati le vsebnost 
kadaverina (za 10 %), medtem ko se je vsebnost nekaterih drugih, prehransko nezaželenih 
biogenih aminov, celo povečala, predvidoma, zaradi vsebnosti v samih kalčkih. Pri 
nadaljnjih raziskavah bi bilo smiselno liofilizirane in zmlete kalčke uporabiti sveže, ali jih 
shranjevati v zamrzovalniku pri -20 ℃, saj se le tako encimska aktivnost kalčkov ohrani. V 
prihodnje bi bilo potrebno posvetiti tudi večjo pozornost regulaciji vrednosti pH. 
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PRILOGE 
 
Priloga A: Vsebnost biogenih aminov pri 24 urni in 48 urni spontani fermentaciji in po starterski kulturi za 
moko 1 (rezultati podani v mg/100 g s.s.) 
 TRP PEA PUT CAD HIS TYR SPD SPM GABA 
S1, 24h 0 1,2 2,14 23,3 25,8 29,1 2,1 1,6 105,4 
S1, 48h 0 2.0 1,9 24,4 26,1 42,3 2,7 1,8 148,4 
S2, 24h 0 1,2 2,1 10,6 11,8 31,0 2,2 1,7 109,7 
S2, 48h 0 2,4 3,3 17,6 19,2 44,2 2,3 2,1 125,5 
S3, 24h 0 1,1 3,2 14,1 0,0 30,7 2,7 1,7 80,2 
S3, 48h 0 2,4 4,0 16,3 0,0 40,2 3,1 1,6 135,6 
S4, 24h 0 1,1 2,9 10,2 0,0 25,9 2,2 1,9 73,8 
S4, 48h 0 1,6 3,4 11,1 0,0 44,8 2,4 2,3 144,8 
S5, 24h 0 0,0 5,3 5,1 0,0 20,8 1,7 2,3 118,7 
S5, 48h 0 2,1 6,6 8,7 0,0 40,5 2,6 2,7 169,6 
K3, 24h 0 0,0 60,8 5,5 0,0 23,3 2,2 1,8 65,6 
K3, 48h 0 0,9 90,5 13,9 0,0 40,9 2,6 2,1 110,7 
K4, 24h 0 0,3 56,3 3,1 0,0 20,3 2, 2,0 47,8 
K4, 48h 0 0,7 82,5 10,7 0,2 35,1 2,2 2,1 91,7 
K5, 24h 0 0,2 68,6 3,4 0,0 20,2 2,2 2,5 88,8 
K5, 48h 0 0,0 88,0 10,2 0,0 31,2 2,7 2,9 158,0 
Okrajšave: TRP – triptamin, PEA – feniletilamin, PUT – putrescin, CAD – kadaverin, HIS – histamin, TYR 
– tiramin, SPD – spermidin, SPM – spermin, GABA - gama-aminobutanojska kislina 
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Priloga B: Vsebnost biogenih aminov pri 24 urni in 48 urni spontani fermentaciji in po starterski kulturi za 
moko 2 (rezultati podani v mg/100 g s.s.) 
 TRP PEA PUT CAD HIS TYR SPD SPM GABA 
S1, 24h 2,0 0,0 4,0 0,7 0,0 0,6 2,3 1,7 21,2 
S1, 48h 1,2 0,0 4,7 27,8 0,0 14,9 2,6 1,6 45,3 
S2, 24h 0,0 0,0 5,9 1,3 0,0 0,0 2,2 2,0 27,6 
S2, 48h 1,4 0,0 7,5 2,2 4,2 8,3 2,2 1,6 42,4 
S3, 24h 0,0 1,5 3,0 1,1 0,0 0,0 2,1 1,6 18,2 
S3, 48h 0,0 2,2 8,3 12,6 0,0 37,6 3,9 1,7 27,4 
S4, 24h 0,0 1,5 1,5 0,7 0,0 6,2 2,1 2,0 21,1 
S4, 48h 0,0 1,9 71,6 2,6 0,0 0,0 2,5 2,0 39,3 
S5, 24h 0,0 0,0 2,3 32,2 0,0 0,0 2,4 2,7 33,2 
S5, 48h 0,0 0,0 2,8 2,2 0,0 0,0 3,6 2,78 35,8 
K3, 24h 0,0 0,0 1,4 2,0 0,0 0,0 2,1 2,1 42,7 
K3, 48h 0,0 0,0 33,2 6,9 0,0 0,0 1,9 1,6 163,8 
K4, 24h 0,0 0,0 1,3 0,9 0,0 0,0 1,9 2,3 36,4 
K4, 48h 0,0 0,0 26,2 3,0 0,0 0,0 1,8 2,2 144,9 
K5, 24h 0,0 0,0 1,5 0,7 0,0 0,0 2,2 3,0 51,7 
K5, 48h 0,0 0,0 24,7 3,6 0,0 0,0 2,5 3,3 260,0 
Okrajšave: TRP – triptamin, PEA – feniletilamin, PUT – putrescin, CAD – kadaverin, HIS – histamin, TYR 
– tiramin, SPD – spermidin, SPM – spermin, GABA - gama-aminobutanojska kislina 
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Priloga C: Vsebnost biogenih aminov pri 24 urni in 48 urni spontani fermentaciji in po starterski kulturi za 
moko 3 (rezultati podani v mg/100 g s.s.) 
 TRP PEA PUT CAD HIS TYR SPD SPM GABA 
S1, 24h 0,0 1,4 52,7 62,2 65,0 39,0 4,5 1,9 109,5 
S1, 48h 0,0 3,6 65,1 63,9 0,0 53,5 3,9 2,1 199,6 
S2, 24h 0,0 1,3 51,3 52,9 56,2 42,1 3,1 2,1 148,0 
S2, 48h 0,0 3,5 41,1 25,6 0,0 63,6 2,7 2,3 199,2 
S3, 24h 0,0 1,9 22,6 61,7 0,5 40,8 3,4 1,9 106,8 
S3, 48h 0,0 11,3 26,0 84,4 10,7 63,0 4,3 1,7 225,5 
S4, 24h 0,0 0,9 12,5 44,3 0,0 39,1 3,4 3,2 76,0 
S4, 48h 0,0 2,2 106,5 62,9 1,1 61,4 2,5 2,1 217,8 
S5, 24h 0,0 0,0 12,2 60,9 0,0 41,3 3,5 2,8 115,9 
S5, 48h 0,0 4,5 69,1 126,2 6,8 84,2 5,1 4,2 375,7 
K3, 24h 0,0 0,5 75,6 5,5 0,0 46,8 3,4 2,1 203,3 
K3, 48h 0,0 1,3 103,2 23,2 3,7 53,1 3,1 2,1 318,6 
K4, 24h 0,0 0,3 19,5 31,6 0,0 24,7 2,5 2,3 64,7 
K4, 48h 0,0 1,8 95,1 11,7 1,5 47,6 2,7 2,2 329,9 
K5, 24h 0,0 0,0 13,4 1,5 0,0 16,2 3,8 3,7 115,0 
K5, 48h 0,0 0,0 105,3 21,8 0,0 55,4 3,7 3,6 405,5 
Okrajšave: TRP – triptamin, PEA – feniletilamin, PUT – putrescin, CAD – kadaverin, HIS – histamin, TYR 
– tiramin, SPD – spermidin, SPM – spermin, GABA - gama-aminobutanojska kislina 
